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RESUMO

O uso continuado de pesticidas no controle de pragas agricolas tem preocupado a populagéo
em relacdo aos efeitos nocivos destes compostos sobre os seres humanos e animais, bem
como com a possivel contaminagdo dos recursos hidricos e do solo decorrentes desta prética.
Uma alternativa de controle tem sido o uso do controle bioldgico que vem se intensificando
nas ultimas décadas. Entre os métodos de controle bioldgicos utilizados uma alternativa viavel
tem sido o uso da proteina CRY produzida pelo Bacillus thuringiensis aplicada diretamente
sobre as culturas na forma de um bioinseticida. Mais recentemente as técnicas de biologia
molecular possibilitaram a clonagem do gene que codifica essa proteina e sua introducdo em
plantas gerando as plantas transgénicas conhecidas como plantas Bt. As proteinas quando
ingeridas pelos insetos atuam nas membranas do intestino levando-os a morte. Atualmente
mais de 600 genes que codificam essa proteina, oriundos de diferentes linhagens, foram
identificados. Alguns desses genes apresentam especificidade, ou seja, a proteina produzida
apresenta-se toxica apenas para uma determinada ordem enquanto outros, por sua vez, ndo
apresentam especificidade atuando no controle de mais de uma ordem. Neste trabalho foram
analisadas e comparadas, utilizando os programas CLUSTALW 2, PSIPRED v3.3 e MEGA 6,
as sequéncias primarias e secundarias das proteinas CRY, especificamente da regido dos
dominios I, Il e I1l. Foram comparadas as sequéncias das proteinas codificadas pelos genes
CRY1Fal e CRY9Bal cuja proteina é toxica para os insetos da ordem Lepiddptera, e
CRY7Aal e CRY3Aal (Coledptera) e CRY1lal e CRY1Ib3 cuja proteina ataca as duas
ordens Lepidoptera e ColeoOptera indistintamente. A comparacdo das sequéncias primarias e
secundarias das proteinas CRY possibilitou a identificacdo de diferencas na regido final do
dominio Il e comeco do dominio Il referentes as estruturas 10 e 11, assim como, na regido
entre elas (loop 3) que podem ser as responsaveis pela especificidade das proteinas por
representarem regifes de ligacdo ao receptor. Comparando-se as sequéncias dos genes
CRY1lal e CRY1Fal, especificamente na regido do loop 2 presentes no dominio II,
verificou-se que na proteina que atua sobre os insetos das ordens Lepiddptera e Coledptera
existem 24 aminoacidos DAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPS; enquanto na mesma regiao
do gene CRY1Fal especifico para Lepidoptera, existem 16 aminoacidos
SSVIEDSPVSANIPNG. Essa regido é sabidamente responsavel pela ligacdo de receptores e
assim as diferencas em numero e tipo de aminoacidos encontrados podem influenciar a
ligacdo dos receptores, favorecendo a ligacdo de diferentes receptores que poderiam ser 0s
responsaveis pela especificidade da acdo da proteina.

Palavra-chave: proteinas CRY, Bt thuringiensis, receptores



ABSTRACT

The continued use of pesticides in agricultural pest control has concerned the population of
the harmful effects of these compounds on humans and animals, as well as the possible
contamination of water and soil resulting from this practice. A control alternative has been the
use of biological control that has intensified in recent decades. Between the biological control
methods used a viable alternative has been the use of Cry protein produced by the Bacillus
thuringiensis applied directly on crops as a biopesticide. More recently, molecular biology
technigues have enabled the cloning of the gene encoding this protein and its introduction into
plants generating transgenic plants known as Bt plants. Proteins when ingested by insects act
in gut membranes causing them to death. Currently more than 600 genes encoding this protein
from different strains were identified. Some of these genes have specificity, ie, the protein
produced has become toxic only to a given order while others in turn, do not show specificity
acting on the control of more than one order. In this study were analyzed and compared, using
the CLUSTALW 2, PSIPRED v3.3 and MEGA 6 programs, the primary and secondary
sequences of CRY proteins specifically in the region of domains I, Il and I1l. The sequences
of the proteins encoded by the genes CRY1Fal and CRY9Ba were compared whose protein is
toxic to insects of the Lepidoptera order, and CRY7Aal and CRY3Aal (Coleoptera) and
CRY1llal and CRY1Ib3 protein which attacks both Lepidoptera and Coleoptera orders
indiscriminately. Comparison of primary and secondary sequences of CRY proteins allowed
the identification of differences in the final region of domain Il and domain Il beginning
related to structures p10 and B11 , as well as in the area between them ( loop 3 ) that may be
responsible for specificity of the proteins by representing the receptor binding Comparing the
sequences of the genes CRY1Fal and CRY1lal specifically in this region in the field loop2
I, it was found that the protein acts on insects from the Lepidoptera and Coleoptera orders,
there are 24 amino acids DAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPS; while in the same region of
the gene for specific CRY1Fal Lepidoptera , there are 16 amino acids
SSVIEDSPVSANIPNG . This region is known to be responsible for receptor binding and thus
the differences in the number and type of amino acids found can influence the binding of the
receptors by promoting the binding of different receptors could be responsible for the
specificity of action of the protein.

Keywords: proteins Cry, Bt thuringiensis, receptors
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1. INTRODUCAO

Os insetos sdo o maior grupo entre os animais, tem grande adaptacdo aos mais
variados héabitos e habitats, sendo grande competidores do homem na terra; pois 0s insetos
herbivoros atacam plantacbes e também os alimentos que sdo estocados, ocorrendo perdas
econdmicas; sdo vetores de doengas em humanos e animais de criacdo que sdo prejudiciais a

salide e ainda como pragas sociais e urbanas como as baratas, moscas e cupins.

Um dos maiores fatores de perda de grdos na agricultura é causada pelos insetos, onde
denomina-se Praga Agricola ou Florestal uma populacdo de organismos capazes de causar
danos as plantas, seus produtos e subprodutos. Podem afetar o rendimento do produto ou sua
qualidade, através do consumo direto dos tecidos ou 6rgdos da planta, frutos ou sementes,
succdo de seiva, transmissdo de doencas, competicao por espaco e por nutrientes e ainda deve
levar em consideracdo o custo do controle destas pragas. O menor rendimento das colheitas, 0
valor depreciado dos produtos pelo efeito do dano causado pelas pragas, aliado ao custo nas

medidas de controle, significam para o agricultor uma reducdo importante em seus lucros.

. Dentro da classe de insetos a grande maioria das pragas agricolas pertencem as
ordens Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Himenoptera, IsOptera, Orthoptera, Diptera e
Thysanoptera. Jamais um s6 inseto podera produzir um dano que compense a sua eliminagao
da cultura. Apenas quando a densidade populacional atinge populagéo critica, € que eles irdo
consumir uma quantidade de alimento que produzira um prejuizo para a planta explorada pelo
homem. Na agricultura, o conceito de inseto-praga estd diretamente relacionado com o0s

efeitos econémicos produzidos pela sua alimentacéo nas plantas.

Para se fazer o controle de pragas ou doencas em qualquer cultura, é preciso que haja
perdas de graos acarretando perda econémica; tudo que faz com que diminua a produtividade
da lavoura € motivo de preocupacdo por parte dos agricultores que chegam, as vezes, ao
exagero, tomando medidas drésticas visando a solu¢do do problema, porém com isso,

prejudicando o meio ambiente e contaminando alimentos.

H& séculos a qualidade da producdo agricola sempre foi intensamente afetada pelo
aparecimento de insetos e ervas daninha. Desta forma, tornou-se necessaria a utilizacdo de
agrotoxicos ou pesticidas de diversas classes quimicas. As suas utiliza¢cbes na agricultura
incluem a elevacdo da producdo com aumento da produtividade, a melhoria da qualidade dos

produtos e a reducdo do trabalho. Sem ddvida esses objetivos foram alcancados nas ultimas
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décadas. No entanto, esta pratica com o uso indiscriminado e pouco criterioso de agrotoxicos
trouxe e continua trazendo problemas muitos sérios para 0 ambiente, pois atinge todos 0s
insetos presentes no ecossistema, inclusive os insetos polinizadores que sdo benéficos as

plantacdes, além de contaminar os lenc¢ois freaticos, podendo ser prejudicial a saide humana.

Para diminuir estes efeitos ao meio ambiente pesquisas recentes tém mostrado o
emprego de controle bioldgico através do uso de bioinseticidas como uma saida vidvel no
combate as pragas por serem mais especificos que 0s compostos quimicos, menos danosos ao
homem e meio ambiente em geral e, quando usados de forma correta, se mostram também
eficientes. E também tém sido desenvolvidos outros processos de controle de pragas, como a
producdo de plantas transgénicas ou Organismos Geneticamente Modificados (OGM) mais

resistentes a predagéo por insetos.

O uso do Bacillus thuringiensis (Bt) como um bioinseticida é uma alternativa viavel
para o controle de insetos na agricultura e outras areas tais como, salde (controle de vetores
de doencas), pois a atividade entomopatogénica dessa bactéria é decorrente da producdo da
toxina CRY, uma inclusdo protéica cristalina que a bactéria gram-positiva produz durante o

processo de esporulacéo.

As proteinas CRY ndo tém acdo entomopatogénica na forma como sao sintetizadas,
pois na forma original elas tornam-se inacessiveis pela absorcdo do inseto alvo, mas apds a
sua dissolucdo em um ambiente béasico, caracteristico do intestino dos insetos, e, processadas
por enzimas especificas, proteases, essas proteinas CRY sdo transformadas em toxinas. Essas
toxinas além de serem tdxicas a nematdides, acaros e protozoarios, também se mostram com
propriedades entomopatogénicas frente a varias ordens de insetos, tais como Lepidoptera,
Diptera, Coledptera, Hymenoptera, Hemiptera, Orthoptera, Isoptera e Malophaga. A morte da
larva do inseto é consequéncia de uma ligacdo irreversivel que ocorre em receptores

especificos da membrana nas células epiteliais do intestino do inseto.

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem de B. thuringiensis sdo
determinadas pelos tipos de genes CRY funcionais que a mesma apresenta. Uma linhagem de
B. thuringiensis pode conter uma ou varias copias de um mesmo gene CRY ou de diferentes

genes cujos produtos formardo o mesmo cristal.

Até o momento, mais de 600 genes diferentes foram depositados nos bancos de dados

no sitio (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). Dentre esses genes,
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verifica-se que alguns codificam proteinas toxicas para determinadas ordens, enquanto outros
ndo mostram a mesma especificidade podendo ser toxicas para duas ordens. Essa
especificidade pode estar associada a alteracbes na sequéncia primaria das proteinas, que
podem promover alteragdes na estrutura secundaria e tercidria. Considerando que oS
aminoacidos apresentam caracteristicas diferentes a substituicdo de um aminoacido com carga
diferente pode alterar sua hidrofobicidade, deslocando o posicionamento deste aminoacido
dentro da estrutura terciaria importante na manutenc¢éo da sua funcgéo, assim como, alteracéo a

ligacdo a receptores especificos.

Pela comparacdo das sequéncias de aminoacidos de diferentes genes CRY, buscamos
encontrar indicios que expliquem a especificidade observada em relacdo a toxina. Essas

informacdes poderdo ser importantes na geragdo de novos cultivares transformados.

Vaérias culturas, contendo o gene que codifica a proteina cristal oriunda de B.
thuringiensis, tém sido produzidas e comercializadas. A identificacdo de novos genes e de sua
especificidade possibilitard o desenvolvimento de plantas com resisténcia especifica ou ainda
a associacdo de genes visando a multipla resisténcia em plantas, pois plantas modificadas pela
adicdo do gene que codifica a proteina cristal de B. thuringiensis oferecem seguranca e
controle efetivo de insetos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROTEINAS

Segundo LEHNINGER, NELSON e COX (2007), a estrutura primaria de uma
proteina refere-se a sequéncia de residuos de aminoécidos que a compdem. Os amino&cidos
por sua vez em se arranjam em estruturas secundarias tipicas e através de interacdes entre seus
aminoéacidos, ligacdes covalentes se enovelam sobre si mesmos formando a estrutura terciaria,

na qual a proteina se apresenta na sua forma ativa.
2.2 AMINOACIDOS

Aminoacidos constituem a estrutura basica de uma proteina. Os aminoacidos sdo
compostos por uma cadeia principal de atomos (N, C, O) comum, ligada a uma cadeia lateral
denominada cadeira lateral R onde reside a particularidade do aminoacido (RICHARDSON,
1981). Essa cadeia lateral por apresentar diferentes propriedades e caracteristicas como
composicdo, estruturas e tamanho confere ao aminodcido caracteristicas préprias de
polaridade hidrofobicidade entre outras.

LEHNINGER, NELSON e COX (2007) apresenta uma classificacdo destes
aminoacidos segundo suas caracteristicas principais de acordo as propriedades do grupo R,
principalmente nas caracteristicas de polaridade e interacdo com a agua em pH bioldgico
proximo de 7. S&o divididos em 5 grupos: N&do Polares e Alifaticos, Aromaticos, Nao
carregados, mas polares, Positivamente e Negativamente.

e Nao Polares e Alifaticos: Possuem apenas carbono e hidrogénio em sua formacao,
além de ndo conterem aneis aromaticos, sdo aminoacidos hidrofobicos (que possuem

menor afinidade pelo solvente polar, 4gua, voltando-se para o interior da proteina) e

ndo polares. Pertencem a este grupo o0s aminoacidos: Alanina (A), Glicina (G),

Prolina (P), Leucina (L), Isoleucina (I), Valina (V) e Metionina (M).

e Arométicos — que possuem anel aromatico em sua composi¢do, com suas cadeias
laterais relativamente apolares participam de interacdes hidrofébicas. Pertencem a este

grupo os aminodcidos: Fenilalanina (F), Tirosina (Y) e Triptofano (W).

e Nao carregados, mas polares: seus grupos R sdo mais solGveis em agua (hidrofilicos)

pois contém grupos funcionais que tendem a participar de ligacdes de hidrogénio com
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a agua. Pertencem a este grupo os aminoacidos: Serina (S), Treonina (T), Cisteina (C),
Asparagina (N) e Glutamina (Q).

e Carregados Positivamente: Favoraveis a reacBes com anions (ions carregados
negativamente). Pertencem a este grupo os aminoacidos: Arginina (R), Histidina (H)
e Lisina (K).

e Carregados Negativamente: Favoraveis as reacGes com cétions (ions carregados

positivamente). Pertencem a este grupo os aminoacidos: Aspartato (D) e Glutamato

(E).

2.3 Bacillus thuringiensis

O B. thuringiensis tornou-se um dos microrganismos mais utilizados mundialmente
por destacar-se dentre os organismos empregados no controle bioldgico, em fungdo de sua
atividade tdéxica contra diversas ordens de insetos dentre elas Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Homoptera e Orthoptera (VAN FRANKENHUYZEN,
2009). A seletividade apresentada pelas toxinas produzidas pelo Bt possui pouco efeito sobre
insetos ndo alvos e vertebrados como aves e mamiferos (SIEGEL, 2001) e ainda é uma boa
opcao para o controle de pragas na agricultura e vetores de doencas (CRICKMORE et al.,
2011; PARDOLOPEZ et al., 2013), atingindo organismos como nematdides (SCHNEPF et
al., 1998), contribuindo assim para esta sua aceitacdo mundial.

No século passado, um bacteriologista japonés, Ishawata, isolou um bacilo da larva
morta do bicho da seda Bombyx mori, e a morte das larvas foram devido a presenca de uma
toxina no meio (ISHAWATA, 1901). Um organismo similar foi isolado uma década mais
tarde a partir de larvas mortas de Anagasta kuehniella. Esse organismo era a bactéria Bt que
recebeu esse nome pelo fato de ter sido isolado na provincia de Turingia, na Alemanha. Essa
bactéria apresenta a seguinte classificacdo: Classe: Firmibacteria; Ordem: Eubacteriales;
Familia: Bacilaceae; Género: Bacillus; Espécie: B. thuringienis (BERLINER, 1911).

B. thuringiensis é uma bactéria de ocorréncia cosmopolita, sendo encontrado em todas
as partes do mundo, e de ocorréncia ubiqua (KRYWUNCZYK; FAST, 1980) encontrado em
varios substratos como solo, agua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e
graos armazenados (BRAVO et al., 1998). E uma bactéria gram-positiva e aerébica, podendo

facultativamente crescer em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 40°C. Apresenta-se na
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forma de bast6es isolados, aos pares ou em cadeias com tamanhos que variam entre 0,5 a 2,5
pum de largura por 1,2 a 10,0 pm de comprimento (MIRALLES; PEREZ, 2004) além de
possuirem flagelos peritriquios que permitem sua locomocdo (GLARE; O’CALLAGHAM,
2000). A atividade entomopatogénica desta bactéria se deve a presenca de inclusdes proteicas
cristalinas, produzidas durante a esporulacdo. Esses cristais compostos por proteinas
denominadas endotoxinas ou proteinas cristal podem ser visualizados por microscopia de
contraste de fases (BRAVO et al., 1998; MONNERAT; BRAVO, 2000).

Além das proteinas CRY, B. thuringiensis pode produzir uma série de outras toxinas,
incluindo proteinas com atividade inseticida como a-exotoxinas, -exotoxinas, hemolisinas,
enterotoxinas, quitinases, fosfolipases (HANSEN; SALAMITOU, 2000) e as VIP (vegetative
insecticidal proteins) (ESTRUCH et al., 1996). Os esporos também podem contribuir com a
patogenicidade através da acdo sinérgica realizada juntamente com as &-endotoxinas
(JOHNSON; McGAUGHEY, 1996).

2.4 CARACTERISTICAS E MODO DE ACAO DAS TOXINAS CRY

A toxicidade das proteinas CRY esta associada as suas regifes especificas e estas
regibes sdo utilizadas para a sua classificacdo. Atualmente, as toxinas de cristal tém sido
classificadas com base na homologia de sequéncia de aminoacidos, no qual cada pré-toxina
recebeu um nome que consiste no CRY mneménico (ou Cyt) e quatro fileiras hierarquicas
compostas por numeros, letras mailsculas, letras mindsculas e nimeros (por exemplo,
CRY25Aal), de acordo com o seu lugar em uma arvore filogenética. As proteinas CRY com
cerca de 50% de homologia em suas sequéncias sdo colocadas em primeiro lugar no ranque e
quando apresentam 78 e 95% de identidade, constituem o segundo e terceiro lugares no
ranque, respectivamente (DE MAAGD et al., 2001).

Quando realizado o alinhamento das toxinas CRY, sdo encontrados cinco blocos de
sequéncias comuns a uma grande maioria das proteinas. A estrutura tridimensional das formas
ativas das toxinas CRY1 (GROCHULSKI et al., 1995), CRY2 e CRY3 (LI et al.,1991),
quando analisadas em cristalografia de raio X, mostraram- se muito similares, cada uma
apresentando trés dominios (Figura 1). O dominio I (N-terminal) € um conjunto de sete a-
hélices anfipaticas sendo que a hélice-A5 hidrofébica € rodeada por outras seis hélices
anfipéticas, e este dominio € responsavel pela insercdo da membrana de poros. O dominio Il é

composto de onze folhas beta com regides de loop envolvidos na ligacdo a receptores
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especifico do intestino médio e o dominio Ill é um pB-sanduiche (LI et al., 1991;
GROCHULSKI et al., 1995; MORSE et al., 2001; GALITSKY et al., 2001; BOONSERM et
al., 2005, 2006). As regides expostas dos dominios Il estdo envolvidas na ligacéo ao receptor
(BRAVO et al., 2005).

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da toxina CRY3A
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Fonte - Li et al., 1991.

As delta-endotoxinas foram classificadas em véarios grupos de proteinas
(CRICKMORE et al., 1998) e existem mais de 400 proteinas CRY descritas, que estio

classificadas em 55 grupos (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home / Neil_Crickmore / Bt /).

Quando ingerido pela larva o cristal se solubiliza em pH alcalino no intestino medio
dos insetos, liberando as pro-toxinas (SCHNEPF et al., 1998). Diferencas na solubilizacdo
podem determinar a especificidade do isolado de B. thuringiensis a espécie alvo, tanto pela
alcalinidade do sistema digestivo quanto pela composicdo dos cristais de B. thuringiensis
(ARONSON et al., 1991). Apbs a solubilizacdo, muitas pro-toxinas sdo processadas por
proteases; essas toxinas ativas ligam-se entdo a um receptor primério do tipo caderina,
presente na membrana das micro vilosidades das células epiteliais do intestino médio.

Apbs o reconhecimento do receptor, a toxina induz a formacdo de poros na membrana
celular do epitélio intestinal. A formacdo dos poros na membrana celular provoca o

desequilibrio i6nico entre o citoplasma e a 0 meio externo a célula, ocorrendo & intoxicagdo


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home%20/%20Neil_Crickmore%20/%20Bt%20/
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dos insetos e a destruicdo das micro vilosidades, hipertrofia das células epiteliais,

vacuolizacgdo do citoplasma e lise celular, levando o inseto a paralisia e morte (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo esquematica do modo de acgdo da toxina Cry de B. thuringiensis
Adaptado de http://web.utk.edu/~jurat/
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2.5 UNIAO DOS RECEPTORES DE CRY

Os estudos referentes a cinetica de unido das toxinas CRY as vesiculas da membrana
da microvilosidade apical dos insetos susceptiveis € bifasica. A primeira etapa € reversivel e
ocorre pelo reconhecimento do receptor podendo levar a dissociagdo do complexo toxina-
receptor. Esta etapa envolve a interac@o entre a toxina e seu sitio de unido (unido reversivel),
que é um requisito basico para toxicidade, mas ndo suficiente (SCHNEPF et al., 1998). A
segunda etapa ocorre a inser¢do da toxina na membrana apical da célula tornando a ligacéo
irreversivel (VAN RIE et al., 1989). Nesta etapa, a unido irreversivel a receptores especificos
e a inser¢cdo na membrana parecem estar mais ligadas com a toxicidade (VAN RIE et al.,
1989; MONNERAT; BRAVO, 2000). A interacdo inicial esta relacionada a ligacdo entre a
toxina e o carboidrato do receptor, enquanto a irreversivel esta associada com uma interacdo
proteina-proteina (LIANG et al., 1995).
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As metodologias mais utilizadas séo os estudos cinéticos de unido utilizando proteinas
marcadas com biotina e Vesiculas de Membrana da Microvilosidade Apical (VMMA) ou
“Brush Border Membrane Vesicles” (BBMVs).

S@o conhecidos pelo menos quatro tipos de receptores proteicos envolvidos no
processo de ligacdo em diferentes larvas de lepiddpteros: a proteina do tipo caderina (CADR),
uma fosfatase alcalina (ALP) ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), uma
aminopeptidase-N (APN) ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI) e um glicoconjugado de
270 kDa (GCR) (Figura 2) (BRAVO et al., 2007).

As proteinas caderina fazem parte de uma grande familiade glicoproteinas que séo
responsaveis dentre outras funcbes pelo contato inter-celular, organizacdo do citoesqueleto e
morfogénese (ANGST et al.,, 2001). Sdo proteinas transmembranares com um dominio
citoplasméatico e um dominio extracelular com vérias repeticdes de caderina com
comprimento de cerca de 110 aminoécidos (VADLAMUTI et al., 1995).

Em 1993 uma proteina foi isolada do epitélio do intestino médio de Manduca sexta a
analise desua sequéncia de aminoacidos revelou a existéncia de um peptidieo sinal, 12
repeticdes de caderina, um dominio extracelular proximal de membrana, um dominio

transmembranar e um pequeno dominio citoplasméatico (DORSCH et al., 2002).

Posteriormente, novas caderinas de lepidopteros foram identificadas revelando
apresentar mesma organizacao de dominio, dentre elas os receptores BtR175 de Bombyx mori
e HevCaLP de Heliothis virescens (GAHAN et al., 2001; MORIN et al., 2003; WANG et al.,
2005; FLANNAGAN et al., 2005).

As proteinas caderinas de lepidopteros foram identificadas na membrana apical das
células do epitélio do intestino médio (AIMANOVA et al., 2006), local alvo das toxinas CRY
(CHEN et al., 2005), enquanto as caderinas classicas encontram-se principalmente dentro de

junces envolvidas na adeséo célula-célula (ANGST et al., 2001),

A interacdo das proteinas CRY com a CADR € uma interagcdo complexa que envolve
trés epitopos da CADR correspondentes as regides extracelulares denominados CR7, CR11 e
CR12, em que CR12 ¢ proximal ao dominio de membrana da caderina. Estes epitopos da
proteina CADR interagem com as alcas expostas 2, 3 ¢ a-8 do dominio Il da toxina,
promovendo uma clivagem proteolitica adicional da extremidade N-terminal, e também da
hélice a-1 do dominio | (GOMEZ et al., 2002; ATSUMI et al., 2008).
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A clivagem da hélice a-1 expde regides hidrofébicas do dominio I, e foi levantada a
hipétese de que a clivagem desta hélice é necessaria para desencadear a formagao da estrutura
oligomérica do pré-poro da toxina antes da insercdo na membrana (GOMEZ et al., 2002;
PACHECO et al., 2009; ARENAS et al.,2010).

As aminopeptidases N (APN) sdo exopeptidases e atuam no intestino larval de
lepiddpteros juntamente com endopeptidases e carboxipeptidases digerindo as proteinas
derivadas da dieta do inseto (WANG et al., 2005). As APNs tém sido extensivamente
estudadas pelo seu papel na digestdo e como receptores das toxinas CRY de B.thuringiensis,
uma vez que foi mostrado que as proteinas CRY podem se ligar a APN (KNIGHT et al.,
1994; SANGADALA., 1994). A interacdo da proteina CRY com a APN ocorre através da
alca-3 exposta do dominio Il e a interacdo com a ALP é estabelecida através da folha-p 16 do
dominio 111 (MASSON et al, 1995; PACHECO et al, 2009; ARENAS et al., 2010).

Através do dominio Il que reconhece, especificamente, a Nacetilgalactosamina
(GalNACc), a toxina CRY1Ac se liga ao receptor APN (MASSON et al., 1995) e ap0s a
ligacdo a toxina CRY se une rapida e irreversivelmente a membrana plasmatica das células
epiteliais, com subsequente abertura ou formacdo de poros, ocorrendo, assim, um
desequilibrio osmotico entre 0 meio intra e extracelular, ocasionando perda da integridade da

membrana do intestino das larvas de insetos suscetiveis e consequente morte celular.

As ALPs, APNs e CADR interagem de modo consecutivo com diferentes estruturas da
toxina ao longo do mecanismo de acdo das proteinas CRY. Em larvas de lepiddpteros as
toxinas ativas CRY1A primeiramente se ligam aos receptores ALP e APN através de uma
interacdo de baixa afinidade (MASSON et al., 1995; PACHECO et al., 2009; ARENAS et al.,
2010). A interacdo com ALP e APN concentra a toxina ativada na microvilosidades da
membrana das células do intestino médio tornando-as aptas a se ligar em através de uma
interacdo de alta afinidade com os receptores CADR (VADLAMUDI et al., 1995; GOMEZ et
al., 2006; PACHECO et al., 2009; ARENAS et al.,2010).

Ap0s a toxina ativa se ligar a CADR ocorre sua primeira mudanca conformacional, na
qual a regido N-terminal da proteina incluindo aa-hélicelé exposta e clivada por proteases da
membrana promovendo a oligomerizacgdo das toxinas CRY (na forma de um tetrdmero) que
corresponde & estrutura chamada pré-poro (GOMEZ et al., 2002; ATSUMI et al., 2008).
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A estrutura oligomérica CRY apresenta maior afinidade pelos receptores ALP e APN,
assim o oligbmero se liga a estes receptores e em seguida ocorre a insercdo da toxina ativa na
membrana de forma irreversivel induzindo a abertura ou formacdo de poros que provocam
uma quebra no balango osmaético da célula e consequente lise celular (PARDO-LOPEZ et al.,
2006; ARENAS et al., 2010; PARDO-LOPEZ et al., 2013).

Figura 3- Receptores moleculares das proteinas CRY1A.
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Fonte - BRAVO et al., 2007.

2.6 PLANTAS GENTICAMENTE MODIFICADAS COM GENES DE B. thuringiensis

Atualmente sdo conhecidas inimeras espécies de bactérias associadas a doencas em
insetos (COSTA et al.,, 2010), mas nem todas apresentam caracteristicas importantes e
necessarias a aplicacdo do controle bioldgico de inseto-praga das plantas cultivadas (FIUZA,
2001). Entre essas bactérias capazes de exercer controle sobre insetos, o género Bacillus
apresenta especial importancia no controle biolégico de pragas, destacando-se o B.
sphaericuse o B. thuringiensis (PRIEST, 1992; CRICKMORE et al., 2008).

As técnicas de engenharia genética permitiram o desenvolvimento de um sistema que
consiste na transferéncia e expressao de genes exdgenos em bactérias e plantas. A utilizagdo
destas técnicas permitiu a criacdo de cultivares geneticamente modificado com caracteristicas
especificas para a resisténcia a herbicidas, insetos, patdgenos e estresse ambiental (LIU et al.,
2005); caracteristicas estas que proporcionam aumento na producédo e reducdo de gastos com
controle de doencas e insetos, proporcionando maior rendimento econdmico (LIU et al.,
2005).

Em 1981, o primeiro gene CRY foi clonado e expresso em Escherichia coli
(SCHNEPF; WHITLEY, 1981). Devido & complexidade do processo de transformacdo de
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plantas transgénicas, somente em 1987 foram obtidas as primeiras plantas Bt, mediante a
insercdo de genes CRY que codificam a sintese de proteinas inseticidas em plantas de tomate
(proteina CRY1ADb) e tabaco (proteina CRY1lAc) (FISCHHOFF et al., 1987,
POLANCZYKET al., 2003). A partir dai foram introduzidos genes CRY em plantas como
algodéo, arroz, milho, batata, canola e soja (JOUANIN et al., 1998; PARROTT et al., 1994;
MACRAE et al., 2005; HOMRICH et al., 2008).

O plantio de cultivares geneticamente modificada est4 associado as culturas de maior
importancia econémica como: soja, algoddo e canola. Em paises aonde esta tecnologia vem
sendo desenvolvida, a area utilizada para o cultivo comercial de OGMs cresceu
consideravelmente. Atualmente 21 paises adotam o plantio de OGMs sendo principais
produtores os Estados Unidos, seguidos por Argentina e Brasil, respectivamente (JAMES,
2005). Segundo James (2005), o cultivo de transgénicos nestes trés paises representa 82% de

toda a producdo de OGMs no mundo.

Esforcos tém sido concentrados no incremento da expressdo dos genes de Bt em
plantas, na selecdo de novas variantes de Bt mais ativas e/ou na modificacdo das sequéncias
dos genes CRY de maneira a aumentar a producdo de toxinas no interior das plantas. As
sequéncias de genes CRY de Bt apresentam um alto contetido de bases adenina/timina (A/T)
guando comparados a genes de plantas, que tendem a ter um alto conteGdo de bases
guanina/citosina (G/C) (de MAAGD et al.,, 1999). Como consequéncia, 0s codons
preferenciais dos genes de Bt séo ineficientes em plantas, determinando a ndo traducdo ou
uma meia-vida do mRNA muito curta, 0 que leva a expressao reduzida destes genes. A
substituicdo de nucleotideos na sequéncia codificadora por meio da sintese quimica ou da
utilizacdo de formas truncadas auxilia a correta leitura para traducdo em plantas. Porém,
devem-se adequar as modificacbes a cada espécie vegetal a ser transformada, tendo-se o
cuidado de que a sintese (parcial ou total) gere a mesma proteina do gene nativo (ESTRUCH
et al., 1997; IANNACONE et al., 1997; de MAAGD et al.,1999). No inicio da década de 90,
foram obtidas plantas com aumento significativo da expressdo dos genes de Bt, capazes de
conferir efetivo controle de pragas do algoddo (PERLAK et al., 1990), batata (PERLAK et al.,
1993; ADANG et al., 1993) e milho (KOZIEL et al.,1993).

A identificacdo de novos genes e de sua especificidade ira possibilitar o
desenvolvimento de plantas com resisténcia especifica ou ainda a associacao de genes visando

a multipla resisténcia em plantas de valor comercial e segundo Maagd et al. (1999) as plantas
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Bt oferecem seguranca e controle efetivo de insetos. O gene que codifica a proteina cristal de

Bt ja foi utilizado na transformacdo de diferentes espécies de plantas cultivadas de interesse

comercial. Um exemplo das plantas transformadas utilizando o gene CRY esta apresentado na

Tabela 1.

Tabela 1 - Plantas transformadas com genes CRY de Bacillus thuringiensis em processo de Comercializacdo

Nome comum Nome cientifico Inseto alvo
Soja Glycine canescens Anticarsia gemmatalis
Laranja Citrus sinensis Lymantria dispar
Algodao Gossypium hirsutum Heliothis sp
Tabaco Nicotiana tabacum Manduca Sexta
Alfafa Mendicago sativa Spodoptera spp
Canola Brassica napus Agrotis spp
Milho Zea mays Ostrinia nubilalis
Milho Zea mays Spodoptera frugiperda
Milho Zea mays Helicoverpa zea
Arroz Oryza sativa Chilo spp
Arroz Oryza sativa Spodoptera spp
Batata Solanum tuberosum Manduca spp

Fonte - Embrapa- Documentos, nimero, 54 - ISSN0104-6187

Desde a liberacdo comercial das plantas-Bt nos EUA, os agricultores tém adotado esta

tecnologia visando a um efetivo aumento de producéo a agricultura sustentavel (DUNWELL,

1999). Neste contexto, pode-se mencionar como beneficios do uso desta tecnologia:

As plantas-Bt tém demonstrado vantagens sobre o0s biopesticidas, pois a
eficiéncia da producdo de proteinas CRY pelas plantas-Bt ndo € afetada por
fatores ambientais como chuva ap6s a aplicacdo, incidéncia de radiacdo solar e
altas temperaturas (BETZ et al., 2000).

As proteinas ndo sdo tdxicas para seres humanos e animais domésticos, nem se
acumulam nos tecidos adiposos ou persistem no ambiente como alguns
inseticidas quimicos (BISHOP et al., 1999; SIEGEL, 2001). A exposi¢do de
seres humanos e outros animais a estas proteinas € menor do que a exposi¢do
aos inseticidas normalmente utilizados. Isto porque o0s inseticidas quimicos e
bioldgicos sdo normalmente aplicados em grandes quantidades nas folhas,
enquanto as proteinas CRY, em plantas-Bt, sdo produzidas em pequenas
quantidades no interior da planta e aparecem em niveis ainda mais baixos no
polen (BISHOP et al., 1999).
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e As proteinas CRY exibem um alto grau de especificidade para os insetos-alvo e
espécies relacionadas, devendo ser ingeridas para exercerem seus efeitos, uma

vez que ndo possuem atividade por contato (BETZ et al., 2000).

Nos ultimos anos, o impacto negativo dos produtos quimicos sobre o meio ambiente
tem se agravado com a polui¢cdo do solo e mananciais de agua doce, acimulo na cadeia
alimentar e com 0s consequentes problemas de satde publica. O percentual de reducéo nas
aplicacdes de inseticidas quimicos com o emprego de plantas-Bt foi variavel, dependendo da

cultura.

A protecdo inerente das plantas-Bt foi traduzida em aumento de produtividade
agricola, um exemplo disso foi verificado em relacdo as perdas anuais de milho nos EUA
devido aos danos causados pelo besouro L. decemlineata que variavam em torno de 33 e 300
milhGes de toneladas/ano e a reducdo destas perdas com o emprego do milho-Bt levou ao
aumento da producéo final de milho (BETZ et al., 2000; PEFEROEN, 1997).

2.7 BIOINFORMATICA

A bioinforméatica tem sido utilizada em diversas areas como a construcao de banco de
dados e a mineracdo de dados; analises de sequéncias; para identificar gene, predizer suas
funcdes e demonstrar relagfes entre genes e proteinas; prever a conformacéo tridimensional
das proteinas; construir arvores filogenéticas e modelos evolutivos; construir bibliotecas

genbdmicas; estudar as funcdes bioldgicas.

2.7.1 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

A finalidade do alinhamento de sequéncias (completo ou parcial) de gene ou proteinas é
identificar a relacdo que elas possuem com outros genes ou proteinas. Usando o alinhamento
de sequéncias € possivel identificar dominios ou sentidos para DNAs (Acido
Desoxirribonucléico) ou sequéncias de proteinas que sdo compartilhados entre um grupo de
moléculas. Existem 2 tipos de alinhamentos: em pares e multiplos. O uso do alinhamento
multiplo de sequéncias estabelece relagcdes filogenéticas entre diferentes proteinas, encontra
dominios conservados e compara proteina de interesse de forma mais detalhada com os

membros da mesma familia de proteinas.
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O programa CLUSTALW?2 é um exemplo de programa basico para alinhamento
maltiplo de sequéncias (DNA ou proteinas), produzindo alinhamentos multiplos
biologicamente significativos de sequéncias divergentes, calculando o melhor score e
alinhando as sequéncias para que identidades, similaridades e diferencas possam ser
visualizadas.

O trabalho feito por BOONSERM et al. (2005), utilizando alinhamento multiplo foi
relatada que a proteina CRY4Ba especifica da diptera é mais semelhante que a proteina
CrylAa especifica da Lepidoptera do que a proteina Cry3Aa especifica da Coledptera em

relacdo Lepidoptera/Diptera Cry2Aa.

2.7.2 ARVORES FILOGENETICAS

Devido ao constante aprimoramento e relativa simplicidade na execucdo as técnicas
moleculares tém sido amplamente utilizadas nas analises filogenéticas (BUSO, 2005). E a
maior vantagem dos métodos moleculares ¢ a exclusdo das influéncias ambientais e a
investigacdo direta da situacdo genotipica, permitindo a detec¢do de variacdo ao nivel de
DNA.

Filogenia molecular é o estudo das relacBes evolutivas entre genes, organismos, ou
proteinas combinando as técnicas estatisticas com a Biologia Molecular (POLANSKI;
KIMMEL, 2007).

Nos estudos filogenéticos sdo usados diferentes métodos para se identificar os
membros distintos de uma comunidade. Por exemplo, quando se trata de uma familia de
sequéncias de genes ou proteinas a analise filogenética determina quanto a familia pode ter
derivado durante a evolucdo (MOUNT, 2004).

O padrdo de ramificacdo de uma arvore é a topologia e o objetivo da anélise
filogenética ¢ identificar as relacfes entre os galhos de uma arvore e 0s seus comprimentos
(MOUNT, 2004). Para estabelecer estas relagdes podem ser utilizadas diferentes abordagens
na construcéo de uma arvore filogenética (POLANSKI; KIMMEL, 2007).

No trabalho de BOONSERM et al. (2005), entre as comparacgdes estruturais entre
toxinas CRY com atividades especificas contra diferentes ordens de insetos utilizou o recurso
de filogenia, criando um dendograma de diversidade estrutural derivada da sobreposicdo dos

trés dominios em conjunto e separadamente.
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3 JUSTIFICATIVA

Até o momento ja foram identificados cerca de 600 genes de B. thuringiensis que
codificam proteinas tdxicas a diversas ordens de insetos. Essas sequéncias estdo disponiveis

no sitio (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). A ac¢do destas proteinas

contra as diferentes ordens é bastante especifica, embora haja casos de proteinas cuja acédo
seja efetiva para duas ordens. A identificacdo de padrbes na sequéncia de aminoacidos destas
proteinas que possam estar associados a sua especificidade, podera facilitar o uso destes genes
na geracdo de novas plantas transgénicas resistentes as diferentes pragas agricolas, bem como

a construcdo de plantas piramidizadas, hoje uma realidade.

4 HIPOTESE

As alteracdes dos aminoacidos nos dominios da proteina CRY sé&o responsaveis pelas

diferentes especificidades nas ordens dos insetos Lepiddpteros e Coledpteros.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GERAIS
Comparar as sequéncias de aminoéacidos dos diferentes genes CRY ja disponiveis e
baseados na semelhanca e diferenca encontrada, explicar a especificidade da sequéncia.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Buscar as sequéncias de aminoacidos dos genes nos bancos de dados;

- Fazer alinhamento das sequéncias de aminoacidos;

- Analisar as sequéncias dos dominios I, Il e Ill entre as diferentes ordens de
insetos;

- Verificar as diferengas de aminoacidos entre as sequéncias e suas
caracteristicas;

- Anaélise de estrutura secundaria;

- Anadlise filogenética baseada na sequéncia de aminoacidos.


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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O projeto foi desenvolvido na Unidade de Biotecnologia na Universidade de Ribeirdo
Preto — UNAERP e no laboratorio de Informatica do IFSULDEMINAS (Instituto Federal de

Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais) — Campus Machado. O diagrama da

(Figura 3) ilustra todas as etapas presentes nesta metodologia, dividida em duas partes:

verificagdo de diferengas e semelhangas na estutura primaria (cinza) e na estrutura secundaria

(marron-claro).

Figura 4: Apresentacdo geral deste trabalho e suas etapas
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6.1 DOWNLOAD E ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS

Busca e download das sequéncias de proteinas CRY disponiveis no sitio

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/). Os downloads foram realizados

pelas sequéncias inteiras de aminoacidos e também separados por dominios (Dominio I, Il e

I11) totalizando 97 sequéncias de aminoacidos, sendo 4 downloads para cada sequéncia. O
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download executado das 97 sequéncias em estudo resultou em 17 sequéncias de genes, cuja
toxina ataca (que apresenta toxicidade) insetos da ordem Lepiddptera e Coledptera: CRY1lal,
CRY1la2, CRY1lla3, CRYlla4, CRY1la5 CRYlla7, CRY1la8, CRY1llall, CRY1lal2,
CRY1lal3, CRY1lal4, CRY1lbl, CRY1Ib2, CRY1Ib3, CRY1lcl, CRY1ldl, CRYl1lel; 46
sequéncias de genes, cuja toxina ataca insetos da ordem Lepidoptera: CRY1Bal, CRY1Baz2,
CRY1Ba3, CRY1Ba5, CRY1Ba6, CRY1Bb1, CRY1Bcl, CRY1Bd1, CRY1Bd2, CRY1Bel,
CRY1Cal, CRY1Ca2, CRY1Ca3, CRY1Ca5, CRY1Ca6, CRY1Ca8, CRY1Ca9, CRY1Dal,
CRY1Dal, CRY1Dbl, CRY1Db2, CRY1Eal, CRY1Ea2, CRY1Ea3, CRY1lEa4, CRY1Eas6,
CRY1Ea7, CRY1Ea8, CRY1Ebl, CRY1Fal, CRY1Fa2, CRY1Fbl, CRY1Fb2, CRY1Fb3,
CRY1Fb5, CRY1Fb6, CRY1Fb7, CRY1Gal, CRY1Ga2, CRY1Gbl, CRY1Gb2, CRY1Jal,
CRY1Jbl, CRY1Kal, CRY9Aal, CRY9Aa2, CRY9Cal e 34 sequéncias de genes, cuja
toxina ataca insetos da ordem Coledptera: CRY3Aal, CRY3Aa2, CRY3Aa3, CRY3Aa4,
CRY3Aa5, CRY3Aa6, CRY3Aa7, CRY3Aa8, CRY3Aal0, CRY3Aal2, CRY3Bbi1,
CRY3Bb2, CRY3Cal, CRY7Aal, CRY7Abl, CRY7Ab2, CRY7Ab3, CRY7Ab4, CRY7AD5,
CRY7Ab6, CRYB8Aal, CRY8AbL, CRY8Bal, CRY8Cal, CRY8Ca2, CRY8Ca3, CRY8Dal,
CRY8Dbl, CRY8Ea2, CRY14Aal, CRY18Aal, CRY18Bal, CRY18Cal, CRY43Bal.

Apo6s obter as sequéncias dessas proteinas o alinhamento foi realizado com a
ferramenta Clustaw (THOMPSON et al., 1997) versao para sistema operacional Ms Windows
8.0. A ferramenta Clustaw foi executada utilizando como entrada arquivos Fasta com a

sequéncia das proteinas. As sequéncias foram alinhadas por dominios I, 11 e I11.

6.2 ANALISE FILOGENETICA

Para a andlise filogenética utilizou-se o programa MEGA 6, Molecular Evolutionary
Andlise Genética (TAMURA et al.,, 2011) é um programa livre, com a finalidade de
realizacdo de andlise estatistica da evolugdo molecular e tambem para a construcédo de arvores
filogenéticas. Baseado no método de Neighbor joining, uma arvore filogenética foi gerada
para cada dominio I, I1, 11l (POLANSKI; KIMMEL, 2007).

6.3 ANALISE DOS ALINHAMENTOS DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS
Os arquivos dos alinhamentos foram exportados para o formato Fasta e abertos no

processador de texto Ms Word 10.0 produzido pela Microsoft, utilizando dois comandos:

Localizar e Substituir para encontrar o simbolo do aminoécido e substitui-lo por uma cor,
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agrupando os aminoacidos por grupos e identificando os diferentes grupos por cores
especificas, como na legenda:

B Grupo R néo polares e alifaticos | Grupo R ndo carregados, mas polares
B Grupo R arométicos B Grupo R carregados positivamente
B Grupo R carregados negativamente

Em seguida com as informacdes obtidas do alinhamento as posi¢des de aminoacidos
idénticos e semiconservados, utilizamos no arquivo do Word o mesmo critério do software
Clustalw o simbolo (*) para aminoéacidos conservados e o simbolo ( : ) para aminoacidos
semiconservados. Os dados das sequéncias dos alinhamentos foram comparados de acordo
com as semelhancas e diferencas que interferem na caracteristica e funcdo da proteina CRY.
A primeira analise comparou-se nimero de Aminoécidos Idénticos e Aminoacidos
semiconservados nos Dominio I, Il e 11l das 39 sequéncias de genes avaliadas. Na segunda
analise comparou-se Aminoacidos Idénticos e Aminoacidos semiconservados nos Dominio I,
Il e 111, das 16 sequéncias de genes cuja toxina ataca insetos da ordem Lepidoptera/Coledptera
(8) e Coledptera (8); e por ultimo analisou Aminoacidos Idénticos e Aminoacidos semi
conservados nos Dominio I, Il e 111, das 16 sequéncias de genes cuja toxina ataca insetos da
ordem Lepidoptera/Coledptera (8) e Lepidoptera (23).

6.4 ESTRUTURA SECUNDARIA DAS SEQUENCIAS DE PROTEINAS

Para a obtencdo das estruturas secundarias das sequéncias de proteinas foi utilizado o
programa PSIPRED v3.3 (Predict Secondary Structure) no sitio bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred
disponiblizado pelo University College London - UCL.

Foram escolhidas aleatoriamente 6 sequéncias de proteinas, duas sequéncias cuja
toxina ataca insetos das ordens Lepidoptera/Coledptera, 2 para Lepiddptera e 2 para
Coledptera, a analise foi realizada utilizando a sequéncia total de aminoacidos. Foram
analisadas o numero de aminoacidos idénticos e semiconservados nas estuturas secundarias
alfa (o) hélices, folhas Beta (B) e loops nos 3 dominio (I, Il e II); o nimero de estuturas
secundarias alfa (o) hélices, folhas Beta (p) e loops; e a comparacdo dos aminoacidos nestas

estruturas por dominio (1, Il e I11) e por ordem de insetos.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 ALINHAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS

Foram alinhadas inicialmente 97 sequéncias de aminoacidos por dominio (I 227aa, 1l
228aa e Ill 156aa). ApoOs a execucdo dos alinhamentos, fez-se a comparagdo de aminoacido
por aminoacido entre as proteinas e retirou-se sequéncias que se apresentaram muito distintas
das demais e por aparecerem uma Unica vez no banco de dados

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/), de forma a fornecer a andlise

restrita @ sequéncia com mais procedéncia e desta forma termos mais confiabilidade para as
andlises. Isto resultou em um grupo de 39 sequéncias de aminoacidos composto por 8 genes
(Tabela 2), cuja toxina ataca insetos da ordem Lepiddptera e Coledptera: 23 genes, cuja toxina
ataca insetos da ordem Lepiddptera e 8 genes, cuja toxina ataca insetos da ordem Coleoptera,

os dados do alinhamento estdo apresentados na integra no Anexos 1, 2 e 3.

Tabela 2 - 39 Sequéncias de aminoacidos para alinhamento

Ordens de insetos Proteinas TOTAL

CRYllal, CRY1la2, CRY1la3,
L/C CRY1la5, CRY1lall, CRY1lal2,
CRY1lal4, CRY1Ib3
CRY1Bal, CRY1Ba5, CRY1Bbl,
CRY1Bcl, CRY1Ca3, CRY1Ca5,
CRY1Ca6, CRY1Ca8, CRY1Ca09,
CRY1Eal, CRY1Ea2, CRY1Ea3,
L CRY1Ea6, CRY1Ea7, CRY1Fal, 23
CRY1Fa2, CRY1Fbl, CRY1Fb2,
CRY1Fb3, CRY1Fb5, CRY1Fb7,
CRY1Gb1, CRY1Gb2

CRY3Aal, CRY3Aa2, CRY3Aa3,
C CRY3Aa4, CRY3Aa5, CRY3Aa6, 8
CRY3Aa7, CRY3Aal2

Analisando o alinhamento das sequéncias dos aminoacidos dos diferentes dominios,
apresentadas nos Anexos 1, 2 e 3, verificou-se que para o dominio | em 33 posi¢fes 0s
aminoacidos sdo conservados (idénticos), 35 posi¢fes sdo semiconservados (pertencem ao
mesmo grupo) num total de 68 aminoacidos conservados ou semiconservados e em 159
posicOes sdo variaveis o que corresponde a 70,04% respectivamente conforme mostrado na
Tabela 3. Os aminoécidos presentes em posi¢cdes conservadas foram analisados quanto ao

grupo a que pertencem e os dados estdo apresentados na Tabela 4. Verifica-se que 0s
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aminoacidos pertencem aos mesmos grupos, embora em proporcdes diferentes. Ressalta-se
que o grupo de aminodcidos ndo polares e alifaticos aparece em maior nimero (13) que
representa 39,39% dos aminoacidos conservados idénticos e 28 (80%) semiconservados. O
grupo de aminoacidos aromaticos aparece em segundo lugar, com 11 (33,33%) aminoacidos
idénticos e 3 (8,5742%) semiconservados para o dominio I, como representado na Figura 5.

O dominio Il apresenta 0 menor ndmero de aminodcidos conservados e
semiconservados (39) quando comparado aos dominios | (68) e Il (57) como na Tabela 3.
Considerando que o dominio Il esta diretamente envolvido com a ligacdo dos receptores, a
diversidade de aminoéacidos nesta regido pode explicar a especificidade das toxinas (WU et
al., 2007), uma vez que esse é o primeiro passo descrito no modo de agdo das proteinas CRY
(LUCENA et al 2014). Em contrapartida o dominio | estd envolvido na inser¢cdo na
membrana e na formacdo dos poros, apresenta maior similaridade de sequéncia, muito

provavelmente em funcéo do papel que desempenha no modo de acéo das toxinas.

Verifica-se que, no dominio Ill, o grupo de aminoacidos ndo polares e alifaticos
aparece em maior nimero 19 o que representa 54,29% dos aminoacidos conservados idénticos
e 12 (54,55%) semiconservados. O grupo de aminoacidos ndo carregados, mas polares
aparece em segundo lugar, com 5 (14,29%) aminoacidos idénticos e 8 (36,36%)
semiconservados para o dominio Ill. Pelo fato do dominio Il apresentar alta porcentagem de
amino&cidos ndo polares e alifaticos e esses aminoacidos apresentarem volumosas cadeias
carbOnicas, portanto, caracteristicas hidrofobicas, considera-se que esse dominio esta

fortemente envolvido com a estabilidade estrutural da proteina (BRAVO, et al., 2005).

Tabela 3 — Resumo das 39 sequéncias analisadas quanto a similaridade e variabilidade dos aminoacidos

DOMINIO N° aa Conservados Similaridade % Variabilidade %
I 227 68 30 70
I 228 39 17 83

I 156 57 36 64
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Tabela 4 - Andlise comparativa do nimero de Aminodacidos Idénticos e Aminoacidos semiconservados nos Dominio I, Il e 111, das 39 sequéncias de genes avaliadas.

Dominio | Dominio 11 Dominio 111
PosicOes . PosicOes . PosicOes .
Posicdes Posicdes Posicdes
Grupos conservadas _ conservadas _ conservadas _
o Semiconservadas . Semiconservadas . Semiconservadas
Idénticas Idénticas Idénticas
NUmero % NUmero % NUmero % NUmero % NUmero % NUmero %
Grupos Nao Polares e
o 13 39,39 28 80,00 6 26,09 12 75,00 19 54,29 12 54,55
alifaticos
Grupos Nao
Carregados, mas 3 9,09 1 2,86 6 26,09 1 6,25 5 14,29 8 36,36
Polares
Grupos aromaticos 11 33,33 3 8,57 3 13,04 1 6,25 6 17,14 0 0
Grupos carregados
- 2 6,06 2 571 6 26,09 1 6.25 2 5,71 2 9,09
positivamente ’
Grupos carregados
4 12,12 1 2,86 2 8,70 1 6,25 3 8,57 0 0

negativamente

TOTAL 33 100,00 35 100,00 23 100,00 16 100,00 35 100,00 22 100,00
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Figura 5: Posic¢Bes conservadas dos aminoécidos quanto ao grupo a que pertencem
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Foram comparadas as sequéncias de aminoacidos das proteinas toxicas para as ordens
Lepidoptera/Coledptera, com Coledptera e Lepiddptera/Coledptera com Lepidoptera com
vistas a identificar similaridades entre as mesmas quanto aos grupos de aminoacidos (Figura
6).

Os aminoacidos presentes em posices conservadas foram analisados comparando o
grupo da Lepiddptera/Coledptera com o grupo da Coleoptera e os dados estdo apresentados na
Tabela 5. Para o dominio | 102 posicGes que representam 71,33% dos aminoacidos sao
conservados (idénticos), 41 posices (28,67%) sdo semiconservados um total de 143
aminoacidos (62,99%), e em 84 posicBes sdo variaveis 0s que correspondem a 37,01%.
Ressalta-se que o grupo de aminoacidos ndo polares e alifaticos aparece em maior nimero 50
que representa 49,02% dos aminoacidos conservados idénticos e 20 (48,78%)
semiconservados. O grupo de aminoécidos aromaticos e ndo carregados, mas polares
aparecem em segundo lugar, com 20 (19,61%) e 15 (14,71%) aminodacidos idénticos e; 4
(9,76%) e 9 (21,94%) semiconservados para o dominio I. Na Figura 7 sdo mostrados
exemplos do alinhamento dos aminoéacidos referentes a uma porcéo da sequéncia encontrada
no Dominio I, 1l e Il. Em A 8 genes cuja toxina ataca insetos das ordens Lepidoptera e
Coledptera foram comparadas com a mesma por¢ao da sequéncia dos genes cuja toxina ataca
somente Coleodptera. Verifica-se que aminoacidos do grupo alifaticos, posicdes 1, 4, 5e 9
aminoacidos idénticos, e posicbes 7 e 8 semiconservadas, onde houve a troca de uma
Isoleucina (1) por uma Valina (V) e uma Alanina (A) por Valina (V), respectivamente. Muito
embora 0s aminoacidos tenham grupamentos R de tamanho diferente elas apresentam as

mesmas caracteristicas de hidrofobicidade.

Ainda na Tabela 5, referente ao dominio Il verifica-se que em 61 (59,80%) posi¢des 0s
aminoacidos sdo conservados (idénticos), 41 posicoes (40,20%) sdo semiconservados num
total de 102 aminoacidos (44,74%), e em 126 posicdes sdo variaveis 0 que corresponde a
55,26%. Novamente o grupo de aminoacidos ndo polares e alifaticos aparece em maior
namero 27 que representa 44,26% dos aminoacidos conservados idénticos e 17 (41,46%)
semiconservados. O grupo de amino&cidos nao carregados, mas polares, aparece em segundo
lugar, com 13 (21,31%) aminoacidos idénticos e 16 (39,02%) semiconservados. Observando a
Figura 7 (B), onde se apresenta o alinhamento dos aminoacidos referentes a porgdo para 0s
mesmos genes verifica-se que e aminoécidos do grupo alifaticos, posi¢bes 5 e 9 aminoacidos

idénticos, e posicdo 13 semiconservada, onde houve a troca de uma Alanina (A) por uma
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Prolina (P), aumentando as interacBes dos grupamentos R atribuindo caracteristica mais
hidrofébica a sequéncia demonstrada.

No dominio Il1 58,03%, (35 posi¢des), dos aminoécidos sdo conservados, 31 posicoes
(46,97%) sdo semiconservados (pertencem ao mesmo grupo) num total de 66 aminoacidos

(42,31%), e em 90 posicdes sao variaveis o0 que corresponde a 57,69%.
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Tabela 5 - Analise comparativa do nimero de Aminoacidos Idénticos e Aminoacidos semiconservados nos Dominio I, 1l e 111, das 16 sequéncias de genes cuja toxina ataca
insetos da ordem Lepidoptera/Coledptera (8) e Coledptera (8).

Dominio | Dominio Il Dominio 111
PosicOes . PosicOes . Posicoes .
Posicdes Posicoes Posicoes
Grupos conservadas _ conservadas _ conservadas _
o Semiconservadas o Semiconservadas S Semiconservadas
idénticas idénticas idénticas

Ndmero % NuUmero % NUmero % NUmero % NUmero % NUmero %

Grupos Nao Polares e
50 49,02 20 48,78 27 44,26 17 41,46 17 48,57 16 51,61

alifaticos
Grupos aromaticos 20 19,61 4 9,76 8 13,11 3 7,32 7 20,00 0 0,00
Grupos Né&o
15 14,71 9 21,94 13 21,31 16 39,02 6 17,14 9 29,03
Carregados, Polares
Grupos carregados
_ 8 7,84 4 9,76 6 9,84 2 4,88 3 8,57 1 3,23
negativamente
Grupos carregados
9 8,82 4 9,76 7 11,48 3 7,32 2 5,72 5 16,13

positivamente
TOTAL 102 100,00 41 100,00 61 100,00 41 100,00 35 100,00 31 100,00
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Figura 6: Analise comparativa do nimero de Aminoacidos Idénticos e Aminoacidos semiconservados nos Dominio I, Il e I11, das 16 sequéncias de genes cuja toxina

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

ataca insetos da ordem Lepiddptera/Coledptera (8) e Coledptera (8).

Analise comparativa do numero de Aminodcidos ldénticos e Aminoacidos semiconservados nos

49,02

19,61

471
I 7,848,82

DOM |
Conservados

Dominio I, Il e lll, das 16 sequéncias de genes cuja toxina ataca insetos da ordem
Lepiddptera/Coledptera (8) e Coledptera (8).

48,78

21,94

9,76 | 9,769,76

DOM |
Semiconservados

44,26

21,31

13'1I9 24148

DOM I
Conservados

41,4
® 390

7,32 7,32
1M

DOM I
Semiconservados

48,57

20,00
17,14

5,72
n

DOM Il
Conservados

51,61

29,03

16,13

3,23
0,00

DOM Il
Semiconservados

B Grupos Ndo Polares e alifaticos

M Grupos aromaticos

M Grupos Ndo Carregados, Polares
Grupos carregados negativamente

M Grupos carregados positivamente



40

Como no dominio I e Il o grupo de amino&cidos néo polares e alifaticos aparecem em
maior numero 17 que representa 48,57% dos aminodcidos conservados idénticos e 16
(51,66%) semiconservados. O grupo de aminoacidos ndo carregados, mas polares, aparece em
segundo lugar, com 6 (17,14%) aminoacidos idénticos e 9 (29,03%) semiconservados (Tabela
5).

Observou-se que nos dominios | e 1l (Figura 7 C) os aminoacidos do grupo alifaticos,
posicOes 3 e 8 aminoacidos idénticos, e posi¢do 7 semiconservada, onde houve a troca de uma
Arginia (R) por uma Lisina (K), que apresentam estruturas parecidas, ou seja, aminoacidos
carregados positivamente, praticamente ndo interferindo na polaridade do composto. O
dominio Il apresenta 0 menor nimero de aminoacidos conservados e semiconservados (66)

quando comparado aos dominios 1 (143) e 1l (102).

Figura 7 - Alinhamento amino&cidos idénticos e semiconservados do grupo de genes cuja proteina CRY € toxica
para insetos das ordens Lepiddptera e Coledptera com o grupo das Coledpteras.

A-DOM I B-DOM II C - DOM Il
s 5 5 13 3 g8 11
1. CRY¥1Ial TTAOLTREVYTDAI
1. CRYllal IQTGIGIAGK e . 1. CEY1Ial NTIGENRITQI
2. CRY1Ia2 TOTGIGIAGK 2. CRY1Ia2 TTAQLTREVYTDAI
3. CRYlIa3 IQTGIGIAGK 3. CRY1Ia3 TTAOLTREVYTDAI 2. CRY1IaZ NTIGPNRITQI
: 4. CRY1Ia5S TTAOLTREVYTDA 3. CRY1Ia3 NTIGPNRITQI
4. CRY1lIa5 IQTGIGIAGK 5. CRY¥1Iall TTAOLTREVYTDA 4. CEY1Ia5 NTIGENRITQI
5. CRYITall IQTGIGIAGK 6. CR¥1IalZ TTAQLTREVYTDA] 5. CRY1Iall NTIDEERINQI
6. CRY1IalZ IQTGIGIAGK 7. CR¥1Ial4 TTAOLTREVYTDAI 6. CRY1Tal2 NTIDPERINQI
7. CRYlIal4 IQTGIGIAGK 5. CRY1Ib3 TTSOLTREVYTDAI 7. CRY1Iald NTIDPERINQI
8. CRY1Ib3 IQTGIGIAGK §. CRY1Tb3 NTIDPERINQI
%, CRY3Ral WVETELTEDVLTDFI
10.CRY3Ra2 VETELTRDVLTDP]
9. CRY3Ral IQKGISVVGD: : 9. CRY3Ral NMIDSKKITQL
11.CE¥3ha3 VETELTEDVLTDF] 10.CRY3Ra2 NMIDSKKITQL
10.CRY3Ra? IQKGISVVGD: .
12.CRY3Ra4 VETELTEDVLTDFI 11.CRY3Aa3 NMIDSKKITQL
11.CRY3RAa3 IQKGISVVGD: 13.CR¥3Ra5 VETELTRDVLTDP] '
12.CRY3RAad IQKGISVVGD: 14 .CRY¥3hat VETELTRDVLTDF] 12.CRY3Ra4 NMIDSKKITQL
13.CRY3Ba5 IQKGISVVGD: 15.CRY32a7 VETELTRDVLTDFI 13.CRY3Aa5 NMIDSKKITQL
14.CRY3Aa6 IQKGISVVGD: 16.CRY3Ra12 VETELTEDVLTDE] 14.CRY3Raé NMIDSKKITQL

15.CRY3Aa7 NMIDSKKITQL

15. CRY3Ra7 IQEGISVVGD: - -
16.CRY3AalZ NMIDSKKITQL

16.CRY3Ral2 IQKGISVVGD:

* T
* kk .o F - s

A segunda andlise foi comparar o grupo dos genes cuja toxina ataca as ordens
Lepiddptera/Coledptera com o grupo das Lepidopteras e os dados estdo apresentados na
Figura 8. Para o dominio | 38 posicdes que representam 50,67% dos aminoacidos sao
conservados (idénticos), 37 posicdes (49,33%) sdo semiconservados um total de 75
aminoacidos (33,04%), e em 152 posi¢des sdo variaveis, o que corresponde a 66,96% (Tabela
6). Observou-se que o grupo de aminoacidos ndo polares e alifaticos aparece em maior
numero 17 que representa 44,74% dos aminoacidos conservados idénticos e 29 (78,38%)

semiconservados.



41

Tabela 6 - Analise comparativa do nimero de Aminoéacidos Idénticos e Aminoacidos semiconservados nos Dominio I, 11 e 111, das 31 sequéncias de genes cuja toxina ataca
insetos da ordem Lepiddptera/Coledptera (8) e Lepidoptera (23).

Dominio | Dominio 11 Dominio 111
PosicOes . PosicOes . PosicOes .
Posicdes Posicoes Posicoes
Grupos conservadas _ conservadas . conservadas _
o Semiconservadas o Semiconservadas o Semiconservadas
idénticas idénticas idénticas

Ndmero % NUmero % NuUmero % NUmero % Ndmero % NUmero %

Grupos Nao Polares e
17 44,74 29 78,38 7 23,33 13 68,42 22 47,83 11 52,38

alifaticos
Grupos aromaticos 11 28,95 3 8,11 4 13,33 3 15,79 8 17,39 0 0,00
Grupos Nao
Carregados, mas 3 7,89 3 8,11 8 26,67 2 10,53 6 13,04 10 47,62
Polares
Grupos carregados
) 4 10,53 0 0,00 3 10,00 0 0,00 4 8,70 0 0,00
negativamente

Grupos carregados 5,26

3 7,89 2 5,41 8 26,67 1 6 13,04 0 0,00

positivamente

TOTAL 38 100,00 37 100,00 30 100,00 19 100,00 46 100,00 21 100,00
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Figura 8: Analise comparativa do nimero de Aminoacidos Idénticos e Aminoacidos semiconservados nos Dominio I, 11 e 111, das 31 sequéncias de genes cuja toxina
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O grupo de aminodcidos aromaticos aparece em segundo lugar, com 11 (28,95%)
aminoacidos idénticos e 3 (8,11%) semiconservados para o dominio I. Na Figura 9 sdo
mostrados exemplos do alinhamento dos aminoacidos para os Dominios I, Il e 11, de 8 genes
cuja toxina ataca insetos das ordens Lepidoptera e Coledptera comparadas com 23 sequéncias
do genes cuja toxina ataca somente a ordem Lepiddptera. Verifica-se que aminoacidos do
grupo aliféticos, nas posi¢des 5 e 7 na ordem Lepiddptera/Coledptera todos séo Isoleucina(l),
enquanto que em algumas sequéncias nessas mesmas posi¢cbes na ordem Lepidoptera
apareceu também a Leucina (L), como pode ser observada na Figura 9 (A), essa alteracdo
possivelmente ndo influencia na polaridade do composto, ou seja, na caracteristica da

proteina,

No dominio Il em 30 posicdes (61,22%) os aminoacidos sdo conservados (idénticos),
19 posicdes (38,78%) sdo semiconservados, num total de 49 aminodacidos (21,49%), e em 179
posicBes sdo variaveis o que corresponde a 78,51%. Novamente o grupo de aminoacidos nao
polares e alifaticos aparecem em maior niumero (7) que representa 23,33% dos aminoacidos
conservados idénticos e 13 (68,42%) semiconservados. O grupo de aminoécidos nao
carregados, mas polares, aparece em segundo lugar, com 8 (26,67%) aminodacidos idénticos e

2 (10,53%) semiconservados.

Na comparacdo do alinhamento no Dominio I, verifica-se que os aminoacidos do
grupo alifaticos, na posicdo 5 sdo idénticos, em todas as sequéncias a Leucina (L) ocupa essa
posicdo ainda na posicdo 9 todos os aminoacidos sao Valina (V), enquanto que em algumas
sequéncias nessas mesmas posicdes na ordem Lepidoptera apareceu também Isoleucina (1)
como retrata na Figura 9 (B), essa alteracdo levou a um aumento do comprimento da cadeia
carbbnica, aumento das interagcBes hidrofobicas, e consequentemente, a estabilidade da

molécula, na sequéncia analisada.

No dominio Il em 46 posicGes (68,66%) os aminodcidos sdo conservados, sendo que
em 21 posicoes (31,34%) sdo semiconservados (pertencem ao mesmo grupo) num total de 67
aminoacidos (42,95%), e em 89 posicdes sdo varidveis o que corresponde a 57,05%. Como
no dominio I e Il o grupo de aminoacidos nao polares e alifaticos aparecem em maior nimero
22 que representa 47,83% dos aminoacidos conservados idénticos e 11 (52,38%)
semiconservados. O grupo de aminoacidos ndo carregados, mas polares, aparece em segundo
lugar, com 6 (13,04%) aminoacidos idénticos e 10 (47.62%) semiconservados, como pode ser

observado na Figura 9C que evidencia parte da sequéncia. Nas posi¢des 3, 5 e 8, 0s aa sdo
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idénticos ocorrendo a Isoleucina (), Prolina (P) e Isoleucina (I), respectivamente, em todas as

sequéncias avaliadas.

O dominio Il apresenta 0 menor numero de aminoécidos conservados e
semiconservados (49) quando comparado aos dominios | (75) e 11l (67) como apresentado da

na Tabela 7.

Na Figura 10 sdo apresentados um resumo das comparacdes das analises dos 3

dominios para as sequéncias (LC e C, LC e L) quanto a similaridade e variabilidade.

Figura 9 - Alinhamento aminoacidos idénticos e semiconservados do grupo de genes cuja proteina CRY é
toxica para insetos das ordens Lepiddptera e Coledptera com o grupo das Lepiddpteras.

A—-DOM I B-DOMII C-DOM I
5678 35 B

1. CRY1Ial 1. CRY¥1Ial TTAQLTEEW 1. CRY1Izl HNHTIGPHEILIT
2 CRY1I=2 2. CRY1TaZ TTAQLTEET 2. CRY1Ia?Z NTIGPNRIT
2. CRY1Ta3 2. CEY1IA3 TTAOLTREV S i e
4. CRY1Tat 4. CRY1TaS TTAQLTREV =- :RYllz: NTI];-:'ERlx
5. CEYlIall I 5. CRYllall TTAQLTREW €. CRY1Iall NTIDPERIN
€. CRY1IalZ I €. CEYllalZ TTAQLTREW 7. CRY1Iz14 NTIDPERIN
7. CE¥1Ial4 T 7. CEY1Iald TTAQOLTREV: 8. CRY1Ib3 NTIDPERIN
B. CEY1Ih3 B. CEY1Ib3 TTSQLTEET
3. CRY1E=1 3. CRY1Bal TSAQLTREV 2 giiigaé HNTIOPERIIX
10.CRY1BEaS 10.CRY1BaS  TSAQLTREW igjci‘fﬂ;l ﬂgﬁgiﬂ
11.CRY1Eb1 11_CRY1Ebl TSAOLTREI ~
- e e
12.CRY1Ca3 12.CRY1Ca3  Q---LTREVI 14 CRYICa5 NTINPDIIT
14.CRY1Cas 14 CRY1CaS Q---LTEEW 2 i
o CRYlome 15 CRY1Caé Q-—LTREW 1,2_CRY1Ca6 NTIDFERIT
16 CRYLORE 16.CRY1CaB Q- LTREW 16 CEY1Ca8 NTIDPERIT(
17 CRY1C2% 17.CEY1CaS o-—-LTREW 17 _CEY1Ca% NIINPNIIT,
18 CEY1Eal 18.CEY1Eal TSSOLTREW 18 .CRY1Eal NIINPNIIT
13.CRY1EaZ 15.CEY1EaZ TSSOLTEEW 15.CRY1Ea2 NIINPNIIT
20 CEY1E=3 20.CRY1Ea3 TSSOLTEET 20.CRY1Ea3 NIINPNIIT
21.CRY1Eaé& 21.CRY¥1Ea& TSSOLTREEW 21 CRY1Ea6 NIINPNIITX
2z _CRY1Ea7 zz CRY1Ea7 TESOLTREW! 22 CRY1Ea7 NTIDPOVIT(
22.CRY1F=l 23_.CREY¥1Fal TESSQLTRELD 23 CEY1Fal NTIDPOVIT,
24.CRY1Faz 24 CRY1FaZ TSSQLTREDY 24 CRY1FaZ NTIEPNSIT
25 . CEY1Fb1 z5_CRY1Fb1l TESQLTEED 25 _CEY1Fbl NTIEPNSIT,
26 . CRY1Fb2 76 _CRY1FhZ TESQLTREL 2¢ CRY1Fb2Z NTIEPNSIT
27.CRY1Fb3 27_CRY1Fb3 TESQLTEEL 27 _CRY1Fb3 NTIEPNSIT,
28.CRY1FbS 28 . CRY1Fb5 TSSQLTEEL 28 _CRY1Fb5 NTIEPNSIT
25 CRY1Fhb7 23.CRY1Fb7 TSESQLTEEI 23 _CRY1Fb7 NTIEPNSIT
20.CRY1Gb1 20.CRY1Gbl TESQLTEEIY 30.CRY1Gh1l NTIEPNSIT
21.CRY1GCb2Z 21.CRY1GbZ TESQLTEED 31 _CRY1Gh2 NTIEPNSIT

* * *

Tabela 7 — Resumo das analises dos 3 dominios para as sequéncias (LC e C, LC e L) quanto a

similaridade e variabilidade

N2 aa Conservados Similaridade % Varibalilidade %
Dominio
LCeC LCelL LCeC LCel LCel LCel LCeC LCel
1
227 227 143 75 63 33 37 67
I 230 228 102 49 45 21,5 55 78,5

i 156 156 66 67 42 43 58 57
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Figura 10: Comparagao dos aminoacidos nos 3 dominios para as sequéncias (LC e C, LC e L) quanto a

similaridade e variabilidade.
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A Tabela 8 apresenta as comparagdes das sequéncias por pares apos a realizagdo dos
alinhamentos mdaltiplos estruturais. Foram alinhadas 3 sequéncias de genes cuja toxina ataca
insetos das ordens Lepiddptera/Coledptera (CRY1lal), Lepidoptera (CRY1Fal) e Coledptera
(CRY7Aal) para posterior analise de sua estrutura secundaria. Esta analise indica que quando
comparadas as sequéncias dos dominios individualmente os genes CRY1Fal e CRY7Aal,
cuja toxina ataca insetos da ordem Lepiddptera e Coledptera respectivamente, observou-se
gue os 3 dominios sdo menos conservados. Da comparacdo dos aminoacidos de CRY1lal e
CRY1FalcomCRY1lal e CRY7Aal sdo iguais no dominio | 63,63% do total de aminoacidos
conservados; no dominio Il é mais conservado 51,43% para a comparacao do gene CRY1lal
e CRY7Aa, e no Dominio Il a comparagédo do gene CRY1lal e CRY1Fal, cuja toxina ataca
insetos da ordem Lepidoptera/Coledptera e Lepidoptera é mais conservado (74,12%). Um
trabalno de BOONSERM et al. (2005), que comparou toxinas CRY exibindo atividades
especificas contra Lepidoptera (CRY1Aa), Coledptera (CRY3Aa), Lepiddptera/Diptera
(CRY2Aa) e Diptera (CRY4Ba) os resultados mostraram que se compararmos 0s 3 dominios
coletivamente ou separados a CRY1Aa e a CRY3Aa sdo mais semelhantes; e a CRY4Ba ¢
mais semelhante com a CRY1Aa do que com a CRY3Aa; e a CRY2Aa é a mais distinta das
outras. Os resultados da comparacao da proteina de Lepidoptera com a proteina de Coledptera
estdo de acordo com os resultados apresentados neste trabalho.

Os resultados apresentados indicam que o dominio Il é o que apresenta a maior
diversidade de sequéncia, refletido na menor similaridade observada, com valores entre 37 e

51%. Como ja descrito o modo de acdo das toxinas depende da ligacdo a receptores e
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considerando que diferentes insetos podem ter receptores diferentes espera-se que as proteinas
tenham sequéncias também diferentes no dominio Il que é onde ocorre a ligacdo aos
receptores (SCHNEPF, et al, 1998; GOMEZ et al., 2002, 2007).

Nossos resultados corroboram os encontrados por BOONSERM et al. (2005), e
podemos inferir que as divergéncias de sequéncia no dominio Il observadas suportam a
hipGtese de que esse dominio é determinante a especificidade da toxina. O dominio Il foi
para as 3 sequéncias avaliadas o que apresentou maior similaridade de sequéncia com valores
entre 58 e 74% de aminoacidos conservados. Os valores encontrados nesta analise sdo
superiores aos reportados por Grochulsk et al. (1995), que observou uma similaridade de 41%
entre as sequéncias do dominio Il referentes aos genes CRY1A(a) e CRY3A cuja toxina é
toxica para insetos das ordens Lepiddptera e Coledptera respectivamente.

O Dominio | apresentou alta similaridade entre as sequéncias com valores entre 58 e
63%. A alta similaridade observada neste dominio pode estar relacionada a sua fungéo, pois
considerando que esse dominio est4 envolvido na formagdo de poros na membrana e que
ocorrem apenas ap0s a ligacdo da proteina aos receptores faz sentido que sejam mais
conservadas durante a evolugdo (CRICKMORE, 2000; WU et al., 2007).



Tabela 8 - Mdltiplo alinhamento da sequéncia de aminoacidos de 3 genes CRY

47

CRY1Fal CRY7Aal
. % % % %
Residuos  Conservados SC Total % total Conservados SC Total % total
CRYllal
Total dom 573
Dominio | 220 90 40,90 50 22,73 140 63,63 99 45,00 41 18,63 140 63,63
Dominio Il 210 54 25,71 39 18,57 93 44,28 65 30,95 43 20,47 108 51,43
Dominio 11 143 83 58,04 23 16,08 106 74,12 62 43,36 33 23,08 95 66,43
CRY1Fal
Total dom 558
Dominio | 218 84 38,53 40 18,34 128 58,71
Dominio Il 197 38 19,29 36 18,27 74 37,56
Dominio I11 143 51 35,66 32 22,37 83 58,04
CRY7Aal
Total dom 569
Dominio | 222
Dominio Il 201
Dominio I11 146
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7.2 CONSTRUCAO DE ARVORES FILOGENETICAS

A fim de confirmar se as sequéncias de proteinas se aguparam de acordo com as suas
respectivas ordens foi realizada uma andlise filogenética das sequéncias dos aminoacidos
pelos dominios (I, I1, I11) obtidas através do método Neighbor-joining. Arvores filogenéticas
foram obtidas atraves do método de UPGMA e como primeira observacdo podemos afirmar
que as sequéncias ficaram bem definidas quanto a ordem de insetos.

Na arvore gerada pelas sequéncias do dominio | observa-se que as sequéncias foram
agrupadas em dois grandes grupos, um grupo contendo 8 sequéncias de genes cuja proteina é
toxica para insetos das ordens LepidpOptera e Coledptera; 8 sequéncias da ordem Coleoptera e
4 sequéncias da ordem Lepiddptera, evidenciando sua semelhanca em nivel de sequéncia
priméaria. Outro grupo formado inclui apenas 19 sequéncias (82,61%) cuja toxina € especifica
para insetos da ordem Lepiddptera. Esses dois grandes grupos sdo compostos por 2 subgrupos
que contem sequéncias da mesma sub classe. Por exemplo grupo 1 apresenta dois subgrupos
um que engloba as sequéncias toxicas para Lepidopteros/Coledpteros e as especificas para
Lepiddpteros, enguanto, outro subgrupo engloba apenas as sequéncias especificas para
Coleopteros. Enquanto no grupo 2 encontram-se apenas as sequéncias especificas para
lepidopteros, embora também divididas em dois subgrupos.

As semelhancas e diferencas entre as sequéncias pode ser a resposta a especificidade
das proteinas. Algumas sequéncias de genes que resultam em proteinas especificas sao mais
préximas das sequéncias que produzem proteinas ndo especificas (Figura 6).

A mesma estrutura de agrupamento se verifica na arvore gerada pelo alinhamento das
sequéncias do dominio Il, apresentada na Figura 7. A semelhanca na sequéncia primaria do
dominio Il de quatro genes que codificam proteinas especificas para lepiddpteros é maior que
as outras 19 que se agruparam num grupo diferente quando comparadas com as sequéncias

que produzem uma proteina ndo especifica para a ordem.
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Figura 11 - Filogenia obtida pelo método de Neighbor Joining, relativa as 39 sequéncias referentes ao dominio I:
8 sequéncias das ordens Lepiddptera/Coledptera, 23 sequéncias da ordem Lepiddptera e 8 sequéncias da ordem
Coledptera. O valor de bootstrap é 1000.

Lc - Lepidopera/Coledptera L - Lepiddptera C - Colebptera

cryllal_gi|40290:60-280_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

crylla3_gh|AAC36999.1/:60-280_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki
cryllal4_gh|ACG63871.1/:60-280_Crylla_Bacillus_thuringiensis
cryllall_gi|32260894:60-280_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki
crylla2_gb|AAA22354.1|:60-280_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki
crylla5_gi|1621216:60-280_Bt_toxin_Bacillus_thuringiensis
cryllal2_gh|AAV53390.1]:60-280_delta_endotoxin_Bacillus_thuringiensis
crylib3_gb|ACD75515.1]:60-280_Cry1lb-type_protein_Bacillus_thuringiensis

100 cry1Bal_gi[580949:51-273_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis
’—(: cry1Ba5_gb|AB020894.1|:51-273_insecticidal_protein_Cry1Ba5_Bacillus_thuringiensis
% \_': cry1Bbl_gb|AAA22344.1]:56-278_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

100 cry1Bcl_gi[565394:56-278_delta-endotoxin_Bacillus_thuri

12 E cry3Aal_gh|AAA22336.1|:74-298_delta-endotoxin_partial_Bacillus_thuringiensis
cry3Aal2_gb|ABY49136.1]:66-290_Cry3A_Bacillus_thuringiensis_serovar_tenebrionis

10 cry3Aa3_gi[40253:66-290_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis
10 cry3Aa5_gb|AAA50255.1]:66-290_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni
7 10 cry3Aa2_gh|AAA22541.1|:66-290_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
cry3Aad_gh|AAA22542.1|:66-290_insect_control_protein_Bacillus_thuringiensis
1 cry3AaB_gh|AACA3266.1/:66-290_CryllIA_Bacillus_thuringiensis
9 cry3Aa7_gi|4688623:74-298_Cry3Aa_protein_Bacillus_thuringiensis

cry1Cab_gi[1234884:35-253_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis
cry1Cab_gb|AAF37224.1|AF215647_1:35-253 toxin_Cry1Ca6_Bacillus_thuringiensis
cry1Ca8_gb|AAMO0264.1|AF362020_1:35-253_insecticidal_protein_Cry1Ca_Bacillus_thuringiensis
cry1Ca9_gb|AAL79362.1]:35-253_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis
crylCa3_gb|AAA22343.1]:35-253_cryIC(b)_Bacillus_thuringiensis

23

cry1Ghl_gb|AAD10291.1|:34-248 _insecticidal_crystal_protein_CryH2_Bacillus_thuringiensis_serovar_wuhanensis
100 cry1Gh2_gh|AAO13756.1|AF288683_1:34-248_delta-endotoxin_Cry1_Bacillus_thuringiensis
13 crylEal gi[40257:36-253_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis I—
q crylEa7_gh|AAW72936.1|:36-253_insecticidal_delta_endotoxin_CrylEa_Bacillus_thuringiensis
1 10 crylEa2_gi[40282:36-253_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
18 crylEa3_gh|AAA22345.1]:36-253_crylE(a)_Bacillus_thuringiensis
L————————crylEa6_gh|AAL50330.1|AF202531_1:36-253_Cry032_Bacillus_thuringiensis
) 99 crylFal_gh|AAA22348.1|:34-252_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
crylFa2_gh|AAA22347.1|:34-252_crylF_Bacillus_thuringiensis
m —— Cry1Fh2_i|2982744:34-251_CryINA67-1_Bacillus_thuringiensis
18 crylFbl_gi|295866:34-251_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
% crylFb7_gh|ACD50893.1:34-249_Cry1F_Bacillus_thuringiensis
n cry1Fb3_gh|AAF21767.1|AF062350_1:34-251_crystal_protein_Cry1Fb_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni
18 crylFb5_gh|AAO13295.1|AF336114_1:34-251_crystal_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis
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Figura 12- Filogenia obtida pelo método de Neighbor Joining, relativa as 39 sequéncias referentes ao dominio I1:
8 sequéncias das ordens Lepiddptera/Coledptera, 23 sequéncias da ordem Lepiddptera e 8 sequéncias da ordem
Coledptera. O valor de bootstrap é 1000.

Lc - Lepid6pera/Coledptera L - Lepiddptera C - Coleoptera

10 cryllal_gil40290:287-497_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki
43(£ cryllald_gb/ACG63871.1]:287-497 Crylla Bacillus_thuringiensis
crylla2_gb|AAA22354.1|:287-497_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki
crylla3_gb|AAC36999.1|:287-497_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki L/ C
100 {10 crylla5_gi|1621216:287-497_Bt_toxin_Bacillus_thuringiensis

100 — cryllall_gi|32260894:287-497_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

w

F) S— cryllal2_gb|AAV53390.1|:287-497_delta_endotoxin_Bacillus_thuringiensis
100 cry1lb3_gb|ACD75515.1|:287-497_Cry1llb-type_protein_Bacillus_thuringiensis

% crylBal_gi|580949:278-489_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis
crylBa5_gb|ABO20894.1|:278-489_insecticidal_protein_Cry1Ba5_Bacillus_thuringiensis L

77 { crylBbl_gb|AAA22344.1|:283-495_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
100 crylBcl_gi|565394:283-495_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

10 C cry3Aa2_gb|AAA22541.1|:295-499_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis ™
cry3Aa3_gil40253:295-499_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis
q cry3Aal_gb|AAA22336.1|:303-507_delta-endotoxin_partial_Bacillus_thuringiensis
100 { cry3Aad_gb|AAA22542.1|:295-499_insect_control_protein_Bacillus_thuringiensis C
] 11{ cry3Aa5_gb|AAAS50255.1|:295-499_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni >-

cry3Aa6_gb|AAC43266.1|:295-499_CryllIA_Bacillus_thuringiensis

1 cry3Aa7_gil4688623:303-507_Cry3Aa_protein_Bacillus_thuringiensis
m{ cry3Aal2_gb|ABY49136.1:295-499_Cry3A_Bacillus_thuringiensis_serovar_tenebrionis _/
20 cry1lCab5_gi|1234884:261-457_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis _\
62 { crylCa8_gb|AAM00264.1|AF362020_1:261-457_insecticidal_protein_Cry1Ca_Bacillus_thuringiensis
100 { crylCa6_gb|AAF37224.1|AF215647_1:261-457_toxin_Cry1Ca6_Bacillus_thuringiensis
18 crylCa9_gb|AAL79362.1|:261-457_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

crylCa3_gb|AAA22343.1|:261-457_cryIC(b)_Bacillus_thuringiensis

1;{ crylEal_gi|l40257:258-454_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis L

10 crylEa2_gil40282:258-454_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
pr 100 { crylEa3_gb|AAA22345.1|:258-454_crylE(a)_Bacillus_thuringiensis
17 crylEa7_gb|AAW72936.1|:258-454_insecticidal_delta_endotoxin_CrylEa_Bacillus_thuringiensis
9 crylEa6_gbJAAL50330. 1JAF202531_1:258-454_Cry032_Bacillus_thuringiensis
cry1Gb1_gb|AAD10291.1|:253-449_insecticidal_crystal_protein_CryH2_Bacillus_thuringiensis_serovar_wuhanefsis
100 C cry1Gb2_gh|AAO13756.1|AF288683_1:253-449_delta-endotoxin_Cry1_Bacillus_thuringiensis
72 ag E crylFal_gb|AAA22348.1|:257-454 _insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
crylFa2_gb|AAA22347.1|:257-454_cryIF_Bacillus_thuringiensis
100 crylFb3_gb|AAF21767.1|AF062350_1:257-454_crystal_protein_Cry1Fb_Bacillus_thuringiensis_serovar_morisoni
21 crylFbl_gi|295866:257-454_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
5 { cry1Fb7_gblACD50893.1|:257-454_Cry1F_Bacillus_thuringiensis
84 crylFb2_gi|2982744:257-454_CryINA67-1_Bacillus_thuringiensis
22{crylFb57gb|AAOl3295.1|AF33511471:257-45470rystalfdelta-endotoxinfBaciIlusfthuringiensis _/

O alinhamento das sequéncias do dominio Ill, no entanto, produziram um
agrupamento bastante diferente (Figura 8). Dois grupos foram formados um contendo apenas
as sequéncias que codificam toxinas especificas para coledpteros e outro contendo todas as
sequéncias cuja toxina ataca especificamente lepidopteros e lepiddpteros/coledpteros, embora
as sequéncias de lepidoptero tenham se subdividio em dois sub grupos. Estranhamente as
sequéncias de coledptero que se apresentarm semelhantes as sequéncias de lepiddpteroe
coleoptero quando do alinhamento | e Il e no alinhamento do dominio Il agruparam-se
separadamente das demais, evidenciando uma grande diferenca na sequéncia primaria da

proteina.
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Figura 13 - Filogenia obtida pelo método de Neighbor Joining, relativa as 39 sequéncias referentes ao dominio
I11: 8 sequéncias das ordens Lepidéptera/Coledptera, 23 sequéncias da ordem Lepidoptera e 8 sequéncias da
ordem Coledptera. O valor de bootstrap é 1000.

Lc - Lepid6pera/Coledptera L - Lepiddptera C - Coledptera

crylFbl_gi[295866:457-598_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
cry1Fb5_gb|AAO13295.1|AF336114_1:457-598_crystal_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis
cry1Fb2_gi[2982744:457-598_CryINA67-1_Bacillus_thuringiensis
cry1Fb7_gb|ACD50893.1|:457-598_Cry1F Bacillus_thuringiensis L
cry1Fb3_gh|AAF21767.1|AF062350_1:457-598_crystal_protein_Cry1Fb_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni
cry1Bhl_gh|AAA22344.1]:498-639_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
cry1Bcl_gi[565394:498-639_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

E cry1Ghl_gb|AAD10291.1]:452-594 _insecticidal_crystal_protein_CryH2_Bacillus_thuringiensis_serovar_wuhanensis
% 100 cry1Gh2_gb|AAO13756.1|AF288683_1:452-594_delta-endotoxin_Cry1_Bacillus_thuringiensis

cry1lb3_gb|ACD75515.1]:500-643_Cry1lb-type_protein_Bacillus_thuringiensis

10 crylla2_gh|AAA22354.11:500-643 insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki
100 cryllall_gi[32260894:500-643_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

1 cryllal2_gb|AAV53390.1]:500-643_delta_endotoxin_Bacillus_thuringiensis L / C
cryllal4_gb|ACG63871.1]:500-643_Crylla_Bacillus_thuringiensis
— 2 crylla5_gi|1621216:500-643_Bt_toxin_Bacillus_thuringiensis
2 cryllal_gij40290:500-643_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki
10 crylla3_gh|AAC36999.1|:500-643_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstakt
n—— crylFal_gb|AAA22348.1]:457-600_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis _\
| — crylFa2_gh|AAA22347.1]:457-600_crylF_Bacillus_thuringiensis

20
JEE
2

cry1Bal_gi|580949:492-635_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis
cry1Ba5_gh|AB0O20894.1]:492-635_insecticidal_protein_Cry1Ba5_Bacillus_thuringiensis
cry1Ca3_gh|AAA22343.1]:460-613_cryIC(b)_Bacillus_thuringiensis
cry1Ca9_gb|AAL79362.1|:460-613_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis
cry1Cab_gi|1234884:460-613_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis >_ L
cry1Ca8_gh|AAMO00264.1|AF362020_1:460-613 _insecticidal_protein_Cry1Ca_Bacillus_thuringiensis
cry1Ca6_gb|AAF37224.1|AF215647_1:460-613 toxin_Cry1Ca6_Bacillus_thuringiensis

17 crylEa2_gij40282:457-598_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
{ cry1Ea6_ gbIAAL50330. LA 202531 1:457-508 Cry032_Bacills_thuringiensis
100 crylEal_gil40257:457-598_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis
E crylEa3_gh|AAA22345.1]:457-598_crylE(a)_Bacillus_thuringiensis
18 crylEa7_gbJAAW72936.1|:457-598_insecticidal_delta_endotoxin_CrylEa_Bacillus_thuringiensis _/
cry3Aal_gh|AAA22336.1|:510-651_delta-endotoxin_partial_Bacillus_thuringiensis 3

i cry3Aa2_gh|AAA22541.1]:502-643 _insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

100 — cry3Aa3_gij40253:502-643_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis

cry3Aab_gh|AAA50255.1[:502-643 _crystal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni > C
cry3Aa7_gil4688623:510-651_Cry3Aa_protein_Bacillus_thuringiensis
cry3Aal2_gh|ABY49136.1]:502-643 Cry3A_Bacillus_thuringiensis_serovar_tenebrionis
cry3Aad_gh|AAA22542.1):502-643 _insect_control_protein_Bacillus_thuringiensis
cry3Aab_gh|AAC43266.1]:502-643_CrylllA_Bacillus_thuringiensis J
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7.3 ANALISE DAS ESTRUTURAS SECUNDARIAS DAS SEQUENCIAS DE
PROTEINAS

A predicdo foi realizada utilizando o programa PSIPRED, das estruturas secundarias
de seis sequéncias inteiras CRY1llal, CRY1lb3, CRY1lFal, CRY9Bal, CRY7Aal e
CRY3Aal; duas sequéncias cujas toxinas sdo especificas da ordem Lepiddptera e Coleodptera,
duas sequéncias da ordem Lepiddptera e duas sequéncias apenas para a ordem Coledptera

respectivamente os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 14,15,16,17,18 e 19.



Figura 14 - Predi¢do da estrutura secundaria da sequéncia CRY1lal. Representacdo grafica da estrutura secundaria predita da sequéncia CRY1lal utilizando o programa
PSIPRED que considera os niveis de confianca de predi¢éo (Conf).
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Figura 15 - Predigdo da estrutura secundaria da sequéncia CRY11b3. Representacdo grafica da estrutura secundaria predita da sequéncia CRY11b3 utilizando o programa
PSIPRED que considera os niveis de confianca de predi¢éo (Conf).
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Figura 16 - Predicdo da estrutura secundaria da sequéncia CRY1Fal. Representacdo grafica da estrutura secundaria predita da sequéncia CRY1Fal utilizando o programa
PSIPRED que considera os niveis de confianca de predi¢do (Conf).
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Figura 17 - Predicdo da estrutura secundaria da sequéncia CRY9Bal. Representacgao grafica da estrutura secundaria predita da sequéncia CRY9Bal utilizando o programa
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Figura 17 - Continuacdo

cent: NI s el sl Cons: TN ool B o B

Pred: Pred: . _
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEE Pred: EE 'ECCCE C
MOCCEARMD TGOLNSSVDOG IWAL AA: MWVEVNETEGAE E
i l l

260 2870 280 1130 1140

Legand:
cens : 3 En NN an B i i AR N BN BN R AR
Pred: : L 1x Comf: ]-:IlIIE confidence of prediction
Prad: EE ) HHHHH strand Pred: predicted sacandary structora
RONTEWSA
1
o320 I cail AR: target sequenca

Ceor £+ T O R A e B - Emn e B

Pred:
Pred: IHACCCCCCCCCCCCHAH
Al VOYODOOLNPEIGHAD
T 1
BED BED

cent : JEITINIES oz sl N n el NI

Pred:

VISDAVLQIPGIR

' '
70 cao Boo 1000

Ceors £+ 3 i O o e O il B O

Pred:

Pred:

IHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEE

SRNAVONGDFNNGLD SWNATAGASVOD
' ' '

.I
1010 1020 1030 1040

S £ = 30000 I O D o N N O e - m B

Pred:

Pred:
A

Pred: ECCCCCCEEEEEEECCCCEEEEEEEEEEECCCCCEEEE
L H I.."_-I-Zh':].';:'..'ﬂ:}:?'l?'n.'QE?'HCFZ':I".-'I.IE'-..'T.LHK‘.-'!.'.:!.'.Z](.':'

105D 10E0 1070

cont : Jllnzsnn el el ew ANy el Rl i =

Pred:

Pred:
Al:




59

Figura 18 -Predicéo da estrutura secundéria da sequéncia CRY7Aal Representacdo grafica da estrutura secundaria predita da sequéncia CRY7Aal utilizando o programa
PSIPRED que considera os niveis de confianca de predi¢do (Conf).
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Figura 19 - Predicdo da estrutura secundaria da sequéncia CRY3Aal. Representacéo grafica da estrutura secundaria predita da sequéncia CRY3Aal utilizando o programa
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Um resumo desta predicdo estd apresentado na Tabela 9. Quando se compara o
namero de alfa hélices encontradas no dominio | verifica-se que a sequéncia CRY3Aal cuja
toxina € especifica da ordem ColeOptera apresenta 8 alfas helices enquanto as demais
sequéncias apresentam 7. Percebe-se que na sequéncia CRY3Aal na posicdo 288 aparece um
aminoacido Treonina (T) fazendo com que a alfa hélice se dividisse nas demais sequéncias
nessa posi¢do ocorre uma metionina. Metionina é codificada por ATG e treonina por ACG, é
possivel que tenha havido uma troca de nucleotideo C por T na segunda posicdo, que
configuraria uma mutacdo ou que essa diferenca seja apenas um erro de sequenciamento uma
vez que a sequéncia foi retirada do site e ndo foi realizado novo sequenciamento.

No dominio Il, nas sequéncias cujas toxinas sdo especificas da ordem Lepidoptera e
Coledptera na CRY1lal e CRY1Ib3 ocorrem 9 e 10 folhas beta (B) e ainda 1 e 2 alfa hélices
(o) respectivamente; nas sequéncias cuja toxinas sao especificas da ordem Lepiddptera na
CRY1Fal e CRY9Bal ocorreram 12 e 10 folhas beta (B) ¢ também 2 e 1 alfa hélices (a)
respectivamente; e nas sequéncias cuja toxinas sdo especificas da ordem Coledptera na
CRY7Aal e CRY3Aal ocorreram 10 e 8 folhas beta (f) e uma alfa hélice (o) nas duas
sequéncias; no dominio Il somente a sequéncia CRY7Aal cuja toxina é especifica da ordem
coledptera ocorreu 11 folhas beta e nas outras sequéncias ocorreram 12 folhas beta (B).

Quando os dados de predicdo de estrutura da proteina CRY1Fal sdo comparados com
a estrutura terciaria da proteina CRY1Aal, obtida por cristalografia (GROCHULSKI et al.,
1995), verifica-se que elas apresentam ndo apresentam o mesmo numero de alfa hélices;
CRY1Aal apresenta 8 alfas hélices (a) no dominio I, e ainda apresentam diferengas no
namero de estruturas nos dominios 1l e 111.

No dominio Il a proteina CRY1Fal apresenta 2 alfa hélice e 12 folhas Beta, enquanto
gue no Dominio 11l apresenta 12 folhas beta. A proteina CRY1Aal, por sua vez, apresenta 2
alfas hélice e 11 e 14 folhas beta para os dominios Il e 11l respectivamente. Considerando-se
que ambas produzem toxina especifica para LepidOptera, esperava-se que 0 numero de
estruturas fosse idéntico em ambas proteinas. No entanto, ha que se considerar o0 método

utilizado na obtencao dos dados.
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Tabela 9- Estruturas secundarias alfa hélices (a) e folhas beta (B) determinadas para os genes CRY1lal,
CRY11b3, CRY1Fal, CRY9Bal, CRY7Aal e CRY3Aal.

Genes Ordem Dominio | Dominio Il Dominio 11
N° aa Alfa Beta N° Alfa Beta N° Alfa Beta
aa aa

CRYl1lal Lepiddptera/Coledptera 241 7 - 210 1 9 147 - 12
CRY1Ib3 Lepiddptera/Coledptera 241 7 211 2 10 147 12
CRY1Fal Lepiddptera 219 7 - 198 2 12 147 - 12
CRY9Bal Lepiddptera 228 7 221 1 10 146 12
CRY7Aal Colebptera 224 7 - 202 1 10 149 - 11
CRY3Aal Colebptera 225 8 206 1 8 143 12

Ap0s a predicdo da estrutura secundaria foi realizado o alinhamento das sequéncias de
aminoacidos para os seis (6) genes avaliados nos trés dominios. Os resultados estdo
apresentados nas Figuras 20A, B e C. Observou-se nesta comparagdo que em apenas 3
posi¢cdes 0s aminoacidos sdo conservados e em 16 posicGes semiconservadas; evidenciando a
baixa similaridade entre as sequéncias. Vale considerar que as sequéncias de aminoacidos das
diferentes estruturas também divergem em namero.

Duas das 3 posi¢des conservadas e 15 das semiconservadas encontram-se no Dominio
| (Figura 20A), sendo este o dominio mais conservado entre os trés 0 mesmo ocorreu quando
se avaliou 39 sequéncias distintas (Tabela 2), considerando a funcéo atribuida a esse dominio,
envolvimento na formacdo de poros na membrana é esperado uma maior similaridade entre as
mesmas (WU et al., 2007; LUCENA et al 2014). No entanto, apesar similaridade observada,
verifica-se que as sequéncias apresentam nUmeros de aminoacidos diferentes e ainda
aminoacidos pertencentes a diferentes grupos. Como exemplo na alfa hélice 2 para as
sequéncias CRY1Fal e CRY7Aal apresentam 12 aminoacidos; CRY1lal, CRY1Ib3 e CRY
9Bal apresentam um aminoédcido a mais uma Glicina (G); e CRY3Aal apresenta 11
amino&cidos (Figura 15A).

Também foram observadas trocas de aminoacidos entre as sequéncias pertencentes a
alfa hélice 2. Os genes cuja toxina atua sobre Coledpteros e sobre Lepiddpteros/Coledpteros
apresentam na oitava posi¢do uma Tirosina (Y), enquanto 0s genes cuja toxina é especifica
para lepiddpteros apresenta uma Leucina (L) (Figura 20A). A troca de um aminoacido
aromatico por um alifatico ndo polar manteve a cadeia hidrofébica, porém mais instavel e
com maior probabilidade de se ligar a outros aminoacidos (LEHNINGER, NELSON e COX,
2007). Considerando-se as alteracBes observadas nas alfas hélices 5 e 6, nas posi¢des 4, 10 e 9
e 28, respectivamente, verifica-se quanto ao tipo de aminoacido uma similaridade entre os
genes CRY1lal e CRYL1Ib3, posto que o mesmo amino&cido estd presente nesta posicdo

(Tirosina na posicdo 4 e histidina na posi¢do 10), enquanto nos genes CRY1Fal, CRY9Bal,
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CRY7Aal e CRY3Aal nas mesmas posi¢des apresentam aminoacidos da mesma classe. A
presenca nesta posicdo de aminoacidos de classes tdo distintas: arométicos e positivamente
carregados podem conferir caracteristicas diferentes as proteinas que elas codificam, uma vez
que os aminoacidos diferem ndo somente pela polaridade, mas também pelo tamanho de suas
moléculas. O mesmo ocorrendo na alfa hélice 6, verifica-se que os aminoéacidos pertencem ao
mesmo grupo entre os genes CRY7Aal e CRY3Aal enquanto que para os genes CRY1lal,
CRY1Ib3, CRY1Fal e CRY 9Bal apresentam aminoacidos de outro grupo.

Alteracdes de aminodcidos nesta regido tambeém tem sido associada a toxicidade.
Tiewsiri e Angsuhanasombar (2007) promoveram a substituicdo por Alanina (A) em 4
residuos aromaticos altamente conservados, W243, F246 e Y249 e F264 presentes na alfa
hélice 7 (dominio 1) da toxina CRY4B cuja toxina ataca insetos da ordem diptera, o que
resultou em uma diminuicdo na toxicidade contra o mosquito Stegomyia aegypti. Nossas
andlises possibilitaram a identificacdo das seguintes substituicBes: na posicdo 243 0s
aminoacidos Leucina (L), Alanina (A) e Serina (S), e Serina (S) e Leucina (L); 246 Leucina
(L), Prolina (P) e Lisina (K), e Asparagina (N) e Glutamato (E); 249 Treonina (T), Aspartato
(D) e Glutamina (Q), e Treonina (T) e Aspartato (D), e 264 Metionina (M), Leucina (L), e
Isoleucina (1) e Glutamato (E), respectivamente para as ordens LC, L e C. Sendo que essas
posi¢des foram encontradas nas alfas 6, 7 e nos loops 6 e 7 0 que ndo aconteceu no trabalho
de Tiewsiri e Angsuhanasombar (2007). Observou-se também que a Alanina (A) somente
ocorreu na posicdo 243 da ordem Lepidoptera de apenas uma sequéncia (CRY1Fal).

As sequéncias dos dominios Il e Il sdo as mais divergentes como ja haviamos
determinado no alinhamento das sequéncias (Tabela 3). No Dominio Il apenas um
amino&cido é idéntico e nenhum semiconservado entre as diferentes estruturas em folhas beta
(Figura 20B). Considerando a funcdo atribuida a esse dominio, ligacdo a receptores, a
divergéncia de sequéncia pode refletir a diversidade de receptores nas diferentes presentes nas
diferentes ordens de insetos (SCHNEPF, et al, 1998; GOMEZ et al., 2002, 2007).

Nas folhas beta 2, 3 e 4 (Figura 20B) do dominio Il foram encontrados na terceira
posi¢do somente aminoacidos do grupo N&o Polares e Alifaticos para os genes cujas toxinas
especificas para lepidopteros/coledpteros e lepidopteros e nesta mesma posi¢do nas folhas
beta 2 e 3 houve a troca por aminoacidos aromaticos portanto ocorreu 0 aumento na cadeia
composta, tornando-se mais estavel e mais apolar e na folha beta 4 por aminoacidos nédo
carregados, mas polares portanto tornou-se mais hidrofilica, mais solivel em &gua, pois

apresentam grupos funcionais que formam pontes de hidrogénio com a agua.
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No Dominio 11l apenas um amino&cido é semiconservado e nenhum idéntico entre as
diferentes estruturas em folhas beta. Na folha beta 1 (Figura 20C) do dominio Il foi
encontrado na segunda posicdo somente aminoacidos do grupo N&o Carregados, mas polares
para 0s genes cuja toxinas especificas para lepiddpteros/coledpteros e coledpteros e nesta
mesma posi¢do houve a troca por aminodcidos Aliféticos, ndo Polares para 0s genes toxinas
especificas para lepidopteros atribuindo caracteristicas mais hidrofébicas e o aumento na
estabilizacdo das estruturas das proteinas pela promocéo de intera¢fes hidrofobicas no seu
interior e na folha beta 6 (Figura 20C) encontrado na quinta e sétima posi¢cdes somente
aminoacidos do grupo Carregados Positivamente, para 0s genes cuja toxinas especificas para
lepiddpteros/coledpteros e lepidopteros e nestas mesmas posicfes houve a troca por
aminoacidos Alifaticos, ndo Polares para os genes toxinas especificas para coledpteros,
tornando se mais hidrofébica sendo atraida por moléculas sem carga. Considera-se que esse
dominio esta fortemente envolvido com a estabilidade estrutural da proteina (BRAVO, et al.,
2005).
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Figura 20 - Identificagéo da estrutura secundaria por dominio
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Figura 20 A - continuag&o
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Figura 20 - Identificacdo da estrutura secundaria por dominio
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Mohamed et al. (2010), comparando as sequéncias dos genes CRY1Ab, CRY3Aa e
CRY4Ba, cuja toxina ataca as ordens Lepiddptera, Coledptera e Diptera respectivamente, na
regido referente ao final dominio Il e comeco do dominio Il indica divergéncias nas regides
que participam das estruturas 10 e f11, assim como, na regido entre elas (loop 3). O tamanho
das sequéncias referentes as B10 e B11, assim como, do loop entre elas diferem bastante entre
a sequéncia do gene cuja toxina ataca lepidopteros CRY1Ab e CRY3A que ataca coledpteros,
sendo que em CRY1Ab a folhas beta sdo menores quando comparadas com a sequéncia do
gene cuja toxina ataca coledpteros. Nossos resultados em relacdo ao final do dominio Il e
comeco do dominio Il entre os 6 genes analisados, corroboram com o0s resultados reportados
por Mohamed et al. (2010) a sequéncia dos genes CRY1Fal e CRY7Aal por exemplo
referentes a f10 e B11 ndo tem o mesmo nimero de aminoacidos, e diferem no tamanho do
loop entre elas. Segundo os autores essas divergéncias podem estar intimamente relacionadas
a especificidade da toxina, pois esta regido muito provavelmente é um sitio de ligacdo de
receptor. O que foi confirmado por Griko et al, (2007) que comprovou em experimentos de
imunobloting a ligacdo da por¢do N terminal desta sequéncia (“NSSVSIIRAPMFSWIHR”)
com o receptor BT-R1. Analisando a presenca destes aminoacidos em nossas sequéncias
verificamos que eles estdo presentes nos 6 genes e sdo bem semelhantes; ocorrendo no inicio
das 6 sequéncias sendo que em 3 posicGes ocorrem aminoacidos idénticos e em 4 posicoes
semiconservados. Nossa analise também possibilitou a identificacdo de outra por¢do que
embora altamente conservada (13 em 19 aa sdo conservados e ou semiconservados) no final
apresentando divergéncias que podem estar relacionadas a especificidade das sequéncias
(Figura 21).

As divergéncias encontradas nesta analise que podem estar ligadas a especificidade da
sequéncia foram: na décima quinta posi¢do das sequéncias comparadas ocorre uma Treonina
(T) que pertence ao grupo de aminoacidos ndo carregados, mas polares nas sequéncias cuja
toxina ataca lepidopteros/coledpteros e lepiddpteros enquanto que na ordem Coleoptera foi
encontrada nesta posi¢cdo aminoacidos do grupo aromaticos Fenilalanina (F) e Tirosina (YY)
tornando essa por¢do da sequéncia mais hidrofébica. Na posi¢do vigesima segunda ocorre
uma Serina (S) que pertencem ao grupo de aminoacidos ndo carregados, mas polares nas
sequéncias cuja toxina ataca lepidopteros/coledpteros enquanto que nas outras sequéncias cuja
toxina ataca lepidopteros e coledpteros foi encontrada nesta posicdo aminoacidos do grupo
Carregados positivamente Arginina (R) e Lisina (K), tornando essa porc¢do da sequéncia mais
hidrofilica, com caracteristica eletropositivas, sendo atraidas por moléculas eletronegativas.

Outra diferenca encontrada refere-se a trigésima nona posicdo onde se verifica a presenca de
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uma (A) Alanina do grupo Alifaticos, ndo polares nas sequéncias cuja toxina que ataca
lepiddpteros/coledpteros e uma Treonina (T) e Serina (S) do grupo N&o Carregados, mas
polares na mesma posicdo nas sequéncia do gene cuja toxina ataca lepidopteros e coledpteros,
tornando essa porcdo da sequéncia mais hidrofilica, com caracteristica eletropositivas, sendo

atraidas por moléculas eletronegativas.

Figura 21 Analise da Estrutura Secundaria da regido de p10 e 11 das 6 sequéncias

Cryllal 4845 KALVYSWTHRSADRTNTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGD s34
Cryllb3 486 KAL VYSWTHRSADRTNTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGD s3s
CrylFal 42 RAPMFSWTHRSATPTNTIDPERITQIPLVKAHTLQSGTTVVRGPGFTGGD 491
Cry9gBal 4ss N L P TYVWTHRDVDLTNTITADRITQLPLVK S SFEIPAGTTVVRGPGFTGGD s34
Cry7Aal 46 | | P 1 FSWTHRSAEYYNRIYPNKITKIPAVKMYKLDDPSTVVKGPGFTGGD s2s

IDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGD s44

Cry3Aal49s T | PVLTWTHKSVDFFENM

S * A - * * * * * ok Kk Kk Kk

Experimentos de metagénese sitio dirigida realizados na toxina codificada por CRY1A
demonstraram que o loop a8 localizado na jun¢do dos dominios I e II e os loops 2 e 3 do
dominio Il estdo envolvidos no reconhecimento e na toxicidade da proteina (LEE, 2006).
Assim considerando-se que a ligacdo dos receptores acontece no loop e alteragfes desses
aminoacidos sejam em nimero ou tipo pode contribuir para a diferenca na especificidade.

Na analise feita das 6 sequéncias, verifica-se que no loop 2 do dominio Il do gene
CRYllal que atua sobre os insetos das ordens Lepidoptera e Coledptera existem 24
aminoacidos 2DAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPS?®*?:; (Figura 20B) enquanto na mesma
regido do gene CRY1Fal especifico para Lepidoptera, existem 16 aminoacidos 2
SSVIEDSPVSANIPNG?®, Essa diferenca em nimero de aminoéacidos indica que os
receptores que provavelmente podem vir a se ligar nesta regido devem ser diferentes.

Essa diferenca no tamanho dos loops do dominio Il também foi relatada em relagéo a
proteina CRY4Ba por BOONSERM et al. (2005), os autores relatam que a proteina apresenta
loops menores no dominio Il e que isso afetaria as possiveis interacfes destes loops com 0s

receptores além de afetar a o contato entre os dominios | e 11 da proteina.
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8 CONCLUSOES

e As analises indicaram maior diversidade de sequéncia de aa no dominio II.

e As diferencas encontradas na regido final dominio Il e comego do dominio I
referentes as estruturas 10 e B11, assim como, na regido entre clas (loop 3) podem
ser as responsaveis pela especificidade das proteinas por representarem regides de
ligagdo a receptor.

e Nessa regido, embora apresente 52% de aminoacidos conservados, a substituicdo da
Treonina (ndo carregados) por Tirosina e Fenilalanina (aromaticos) presente nos
genes cuja toxina ataca coledpteros/Lepidopteros e Lepiddpteros na posicdo 490,
poderia impedir a ligacdo da proteina CRY7Aal e CRY3Aal (Coledptera) ao
receptor.

e Os loops participam diretamente da ligacdo aos receptores e na regido referente ao
loop 2 do dominio Il foi encontrada uma sequéncia de aminoacidos divergente em
namero e tipo de aminoacidos que podem estar relacionadas a especificidade das
proteinas uma vez que em CRY1Fal especifico para Lepiddptera, existem 16 aa,
enquanto em CRY1lal que atua sobre os insetos das ordens Lepiddptera e ColeOptera

existem 24 aminoécidos.
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2. crylla?2 IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT--
3. crylIa3 IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEI INQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASTIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSYHCVKWY STGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-—
4. crylIab IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVRSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-—
5. crylIall IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT -~
6. crylIal?2 IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVRSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWY STGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-—
7. crylIal4d IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT -~
8. crylIb3 IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQIASLYSFILGELWPKGKSQWEIFMEHVEEIINQKILTYARNKALSDLRGLGDALAVYHESLESWVENRNNTR---ARSVVKNQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSASEISTFYNRQVERTRDYSDHCIKWYNTGLNNLRGTN-AKSWVRYNQFRKDMT LMVLDLVALFPSYDT—
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10.crylBab VQTGINIAGRILGVLGVPFAGQLASFYSFLVGELWPRGRDQWEIFLEHVEQLINQQITENARNTALARLQGLGDSFRAYQQSLEDWLENRDDAR---TRSVLYTQYIALELDFLNAMPLFAIRNQEVPLLMVYAQAANLHLLLLRDASLFGSEFGLTSQEIQRYYERQVERTRDYSDYCVEWYNTGLNSLRGTN-AASWVRYNQFRRDLTLGVLDLVALFPSYDTRT
11.crylBbl VQTGINIAGRILGVLGVPFAGQLASFYSFLVGELWPSGRDPWEIFLEHVEQLIRQQVTENTRNTAIARLEGLGRGYRSYQQALETWLDNRNDAR---SRSIILERYVALELDITTAIPLFRIRNEEVPLLMVYAQAANLHLLLLRDASLFGSEWGMASSDVNQYYQEQIRYTEEYSNHCVQWYNTGLNNLRGTN-AESWLRYNQFRRDLTLGVLDLVALFPSYDTRT
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15.crylCa6 IDISLSLVQFLVSNF-VPGGGFLVGLIDFVWGIVGPS---QWDAFLVQIEQLINERIAEFARNAAIANLEGLGNNFNIYVEAFKEWEEDPNNPA---TRTRVIDRFRILDGLLERDIPSFRISGFEVPLLSVYAQAANLHLAILRDSVIFGERWGVTTINVNENYNRLIRHIDEYADHCANTYNRGLNNLP-KSTYQDWITYNRLRRDLTLTVLDIAAFFPNYDNRR
16.crylCas8 IDISLSLVQFLVSNF-VPGGGFLVGLIDFVWGIVGPS---QWDAFLVQIEQLINERIAEFARNAATANLEGLGNNEFNIYVEAFKEWEEDPNNPA---TRTRVIDRFRILDGLLERDIPSFRISGFEVPLLSVYAQAANLHLATILRDSVIFGERWGLTTINVNENYNRLIRHIDEYADHCANTYNRGLNNLP-KSTYQDWITYNRLRRDLTLTVLDIAAFFPNYDNRR
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25.crylFbl LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR-
26.crylFb2 LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR-
27.crylFb3 LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSREFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR-
28.crylFb5 LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR-
29.crylFb7 LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYD-~-—
30.crylGbl AEIHLKITRLILENF-LPGGSFAFGLFDLIWGIFNED---QWSAFLRQVEELINQRITEFARGQAIQRLVGFGRSYDEYILALKEWENDPDNPA---SKERVRTRFRTTDDALLTGVPLMAIPGFELATLSVYAQSANLHLALLRDAVFFGERWGLTQTNINDLYSRLKNSIRDYTNHCVRFYNIGLGNLN-VIR-~---PEYYRFQRELTISVLDLVALFPNYDIRT
31.crylGb2 AEIHLKITRLILENF-LPGGSFAFGLFDLIWGIFNED---QWSAFLRQVEELINQRITEFARGQAIQRLVGFGRSYDEYILALKEWENDPDNPA---SKERVRTRFRTTDDALLTGVPLMAIPGFELATLSVYAQSANLHLALLRDAVFFGERWGLTQTNINDLYSRLKNSIRDYTNHCVRFYNIGLGNLN-VIR----PEYYRFQRELTISVLDLVALFPNYDIRT
32.cry3Aal IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNEFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
33.cry3Aa?2 IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
34.cry3Aa3 IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNEFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
35.cry3Aa4 IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
36.cry3Aab IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNEFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
37.cry3Aa6 IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
38.cry3Aa7 IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNEFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
39.cry3Aal2

IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLONNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNEFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL
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Anexo 1: Alinhamento das 39 sequéncias de aminoacidos do dominio |
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
.crylCa9d
18.

17

19

21

23

217

32.
33.
.cry3Aal
35.
36.
37.
38.
39.

34

cryllIal
crylIa2
crylIa3
crylIab
crylIall
crylIalz
crylIald
crylIb3

crylBal
crylBab
crylBbl
crylBcl
crylCa3
crylCab
crylCab
crylCa8

crylEal

.crylEa?2
20.
.crylEaé6
22.

crylEa3

crylEa7

.crylFal
24.
25.
26.
.crylFb3
28.
29.
30.
31.

crylFaz
crylFbl
crylFb2

crylFbb
crylFb7
crylGbl
crylGb2

cry3Aal
cry3Aal

cry3Aal
cry3Aal
cry3Aal
cry3Aal
cry3Aal

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 55 60 65 70 75 80 85 90 95 105 110 115 120 125 130 135 140 145 15 155 160 165 170 175 180 185 190 195 z 205 210 215 220 225

TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKEFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLODSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV----— KALVYSWTHRSAD
TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKEFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLODSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV---—-— KALVYSWTHRSAD
TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKEVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLODSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV----- KALVYSWTHRSAD
TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKEFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLODSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV----- KALVYSWTHRSAD
TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKEVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLODSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV----- KALVYSWTHRSAD
TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKEFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLODSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV----— KALVYSWTHRSAD
TTSQLTREVYTDAIGTVHPNQAFASTTWYNNNAPSFSAIEAAVIRSPHLLDFLEKVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHRLESRPIGGALNTSTQGSTN-TSINPVT-LQFTSRD----VYRTESWAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFPTLPIASDNFYYLG-YAGVGTQLODSENELPPETTGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV----- KALVYSWTHRSAD
TSAQLTREVYTDAIGATGVN--MASMNWYNNNAPSFSAIEAAATRSPHLLDFLEQLTIFSASSR-WSNTRHMTYWRGHTIQSRPIGGGLNTSTHGATN-TSINPVT-LRFASRD----VYRTESYAGVLLWGIYLEPIHGVPTVRENFTNPONISDRGTANYSQPYESPGLQLKDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--IILQSRV----— NVPVYSWTHRSAD
TSAQLTREVYTDAIGATGVN--MASMNWYNNNAPSFSAIEAAATRSPHLLDFLEQLTIFSASSR-WSNTRHMTYWRGHTIQSRPIGGGLNTSTHGATN-TSINPVT-LRFASRD----VYRTESYAGVLLWGIYLEPIHGVPTVRENFTNPONISDRGTANYSQPYESPGLQLKDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--IILQSRV----— NVPVYSWTHRSAD
TSAQLTREIYTDPIGRTNAPSGFASTNWENNNAPSFSAIEAAIFRPPHLLDFPEQLTIYSASSR-WSSTQHMNYWVGHRLNFRPIGGTLNTSTQGLTNNTSINPVT-LQFTSRD----VYRTESNAGTNIL--FTTPVNGVPWARFNFINPONIYERGATTYSQPYQGVGIQLFDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--LIIGNTL----— RAPVYSWTHRSAD
TSAQLTREIYTDPIGRTNAPSGFASTNWENNNAPSFSAIEAATIFRPPHLLDFPEQLTIYSASSR-WSSTQHMNYWVGHRLNFRPIGGTLNTSTQGLTNNTSINPVT-LQFTSRD----VYRTESNAGTNIL--FTTPVNGVPWARFNFINPONIYERGATTYSQPYQGVGIQLFDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--LIIGNTL----- RAPVYSWTHRSAD
Q---LTREVYTDPL------ INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLEFDILNNLTIFTDWEFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLO-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG—————— RGQVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT
Q---LTREVYTDPL------ INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLEFDILNNLTIFTDWEFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLO-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG-—-—-——-— RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT
Q---LTREVYTDPL------ INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLEFDILNNLTIFTDWEFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLO-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG—————— RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT
Q---LTREVYTDPL------ INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLEFDILNNLTIFTDWEFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLO-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG—————— RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT
Q---LTREVYTDPL------ INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLEFDILNNLTIFTDWEFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLO-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG-—-—-——-— RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT
TSSQLTREVYTDPV--———-— INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS—————-— RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT
TSSQLTREVYTDPV--—-——- INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLEFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS-—-—-——--— RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT
TSSQLTREVYTDPV--———-— INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLEFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS—————— RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT
TSSQLTREVYTDPV--—-——- INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS-—-—-——-— RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT
TSSQLTREVYTDPV--———-— INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLEFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS—————-— RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT
TSSQLTREIYTSSV------ IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLEFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NRINFPSYGVENPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN-——-——-— SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTEFVRWPGEISGSDSWRAPMFSWTHRSAT
TSSQLTREIYTSSV------ IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLEFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NRINFPSYGVENPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN-————— SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTEFVRWPGEISGSDSWRAPMFSWTHRSAT
TSSQLTREIYTSSV-—-———-— IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLEFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN-————— SGTIDSLDEIPPQODNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD
TSSQLTREIYTSSV------ IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLEFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN-————-— SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTEFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD
TSSQLTREIYTSSV-—-———-— IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLEFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGVENPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVGFQQTGTNHTRTFRN-————— SGTIDSLDEIPPQODNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD
TSSQLTREIYTSSV------ IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLEFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN-————— SGTIDSLDEIPPQODNSGAPWNDYSHVLNHVTEFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD
TSSQLTREIYTSSV-—-———-— IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLEFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN-————— SGTIDSLDEIPPQODNSGAPWNDYSHVLNHVTEFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD
TKSQLTREIYTDPI------ ISpP----- GAQAG---YTLODV-LREPHLMDFLNRLIIYTGEYR----GIR--HWAGHEVESSRTGMMTNIRFPLYGTAATAEPTRFITPSTFPGLNLEFYRTLSAPIFRDEP-GANIIIRYRTSLVEGVGFIQP-NNGEQLYRV—-————— RGTLDSLDQLPLEGES--SLTEYSHRLCHVRFAQSLRNAEPLDYARVPMFSWTHRSAT
TKSQLTREIYTDPI--———- ISP----- GAQAG---YTLQDV-LREPHLMDFLNRLIIYTGEYR----GIR--HWAGHEVESSRTGMMTNIRFPLYGTAATAEPTRFITPSTFPGLNLFYRTLSAPIFRDEP-GANIIIRYRTSLVEGVGFIQP-NNGEQLYRV—-————— RGTLDSLDQLPLEGES——SLTEYSHRLCHVRFAQSLRNAEPLDYARVPMFSWTHRSAT
VKTELTRDVLTDPI-—-—-—------ VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG---—-— TIPVLTWTHKSVD
VKTELTRDVLTDPI---—-——-—-—— VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK--—--VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG--—-—-— TIPVLTWTHKSVD
VKTELTRDVLTDPI-——-—------ VGVNNLRGYGTTEFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG----— TIPVLTWTHKSVD
VKTELTRDVLTDPI-——-—------ VGVNNLRGYGTTEFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG----— TIPVLTWTHKSVD
VKTELTRDVLTDPI----————— VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK--—--VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-—-—-—-— TIPVLTWTHKSVD
VKTELTRDVLTDPI-—-—-—------ VGVNNLRGYGTTEFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG---—-— TIPVLTWTHKSVD
VKTELTRDVLTDPI---—-————— VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK--—--VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG--—-—-— TIPVLTWTHKSVD
VKTELTRDVLTDPI-—-—-—------ VGVNNLRGYGTTEFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVONLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG----— TIPVLTWTHKSVD

* k- . B
* ok

Kk cx *Kk K .. *kkkk-

Anexo 2: Alinhamento das 39 sequéncias de aminoacidos do dominio 11

85



crylIal
cryllaz
crylIa3
crylIab
crylIall
crylIalz
crylIald
crylIb3
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9. crylBal
10.crylBab
11.crylBbl
12.crylBcl
13.crylCa3
l4.crylCab
15.crylCaé6
l6.crylCa8
17.crylCa9d
18.crylEal
19.crylEa2
20.crylEa3
21.crylEa6
22.crylEa7
23.crylFal
24 .crylFa2
25.crylFbl
26.crylFb2
27.crylFb3
28.crylFbb
29.crylFb7
30.crylGbl
31.crylGb2

32.cry3Aal
33.cry3Aa?
34.cry3Aa3
35.cry3Aa4d
36.cry3Aab
37.cry3Aab
38.cry3Aa’
39.cry3Aal2

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 55 60 65 70 75 80 85 90 95 105 110 115 120 125 130 135 140 145 155
NTIGPNRITQIPMVKASELPQGTTVVRGPGFTGGDILRRTNTGGFGPIRVIVNGPLTQRYRIGFRYASTVDEFDFFVS——————— RGGTTVNNFRFLRTMNSGDELKYGNFVRRAFTTPFTFTQIQDIIRTSIQGLS————— GNGEVYIDKIEIIPV
NTIGPNRITQIPMVKASELPQGTTVVRGPGFTGGDILRRTNTGGFGPIRVIVNGPLTQRYRIGFRYASTVDEDFFVS——————— RGGTTVNNFRFLRTMNSGDELKYGNFVRRAFTTPFTFTQIQDIIRTSIQGLS————— GNGEVYIDKIEIIPV
NTIGPNRITQIPLVKALNLHSGVTVVGGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRLNINVPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR——————-— INGTTVNIGNEFSRTMNRGDNLEYRSFRTAGEFSTPEFNFLNAQSTFTLGAQSFS—--——-—— NQEVYIDRVEEVP-
NTIGPNRITQIPLVKALNLHSGVTVVGGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRLNINVPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-—————— INGTTVNIGNEFSRTMNRGDNLEYRSFRTAGEFSTPENFLNAQSTFTLGAQSFS——-———— NQEVYIDRVEEVP-

NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLOQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLOKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII--
NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLOKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII-~-
NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLOKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISERPLFGAGSISSGELYIDKIEII--
NTIDPERINOIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLOVNINSPITOQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLOKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPEFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII—
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NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLOKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII-—-
NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLOQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-—————— IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP---—— IRGGELYIDKIELI--
NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-—————— IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP----— IRGGELYIDKIELI--
NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLOQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-—————— IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP---—— IRGGELYIDKIELI--
NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-————-—— IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP----— IRGGELYIDKIELI--
NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLOQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-—————— IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP---—— IRGGELYIDKIELI--
NTIDPERITQIPLVKAHTLOSGTTVVRGPGFTGGDILRRTSGGPFAYTIVNINGQLPQRYRARIRYASTTNLRIYVT-—————- VAGERIFAGQFNKTMDTGDPLTFQSFSYATINTAFTFPMSQSSFTVGADTFSS-—-—--— GNEVYIDRFELIPV
NTIDPERITQIPLVKAHTLQSGTTVVRGPGFTGGDILRRTSGGPFAYTIVNINGQLPQRYRARIRYASTTNLRIYVT——————— VAGERIFAGQFNKTMDTGDPLTFQSFSYATINTAFTFPMSQSSFTVGADTFSS-——-—— GNEVYIDRFELIPV
NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-—————- INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGEFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS——-—-——— NQEVYIDRIEFVP-
NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-—————- INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGEFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS——-—-——— NQEVYIDRIEFVP-
NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR——————-— INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGEFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS—————— NQEVYIDRIEEFVP-
NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-—————- INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGEFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS——-—-——— NQEVYIDRIEFVP-
NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR——————-— INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGEFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS—————— NQEVYIDRIEEFVP-
NTIDPDVITQIPLVKAFNLHSGATVVRGPGFTGGDILRRTNAGNFGDMRVNITAPLSQRYRVRIRYASTANLQFHTS————-—- INGRAINQANFPATMNSGENLQSGSFRVAGFTTPFTFSDALSTFTIGAFSFSS——-—-—-— NNEVYIDGIEEFVP-
NTIDPDVITQIPLVKAFNLHSGATVVRGPGFTGGDILRRTNAGNFGDMRVNITAPLSQRYRVRIRYASTANLQFHTS——————-— INGRAINQANFPATMNSGENLQSGSFRVAGFTTPFTFSDALSTFTIGAFSFSS—-——-—— NNEVYIDRIEEFVP-
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS—————-—- INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGEFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNESS-———-—-— GNEVYIDRIEEFVPV
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS——————-— INGKAINQGNEFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNEFSS-———-—— GNEVYIDRIEEFVPV
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS——————-— INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-———-—— GNEVYIDRIEEFVPV
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS————-—- INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGEFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNEFSS-——-—— GNEVYIDRIEEFVPV
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS——————-— INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNEFSS-——-—— GNEVYIDRIEEFVPV
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS——————-— INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGETTPEFSFLDVQSTFTIGAWNESS-——-—-— GNEVYIDRIEEFVPV
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS——————— INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-————— GNEVYIDRIEEFVPV
NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS——————- INGKAINQGNEFSATMNRGEDLDYKTFRTVGETTPFSFSDVQSTFTIGAWNEFSS-——-—— GNEVYIDRIEEFVPV
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NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----— GDKVYIDKIEFIPV
NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA----- GDKVYIDKIEFIPV
NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-——-— GDKVYIDKIEFIPV
NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA----- GDKVYIDKIEFIPV
NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENASAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-——-— GDKVYIDKIEFIPV
NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-——-— GDKVYIDKIEFIPV
NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA----- GDKVYIDKIEFIPV
NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS——————— LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-——-— GDKVYIDKIEFIPV
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Anexo 3: Alinhamento das 39 sequéncias de aminoacidos do dominio 11l
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