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RESUMO 
 

O uso continuado de pesticidas no controle de pragas agrícolas tem preocupado a população 

em relação aos efeitos nocivos destes compostos sobre os seres humanos e animais, bem 

como com a possível contaminação dos recursos hídricos e do solo decorrentes desta prática. 

Uma alternativa de controle tem sido o uso do controle biológico que vem se intensificando 

nas últimas décadas. Entre os métodos de controle biológicos utilizados uma alternativa viável 

tem sido o uso da proteína 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 proteína e sua introdução em 

plantas gerando as plantas transgênicas conhecidas como plantas Bt. As proteínas quando 

ingeridas pelos insetos atuam nas membranas do intestino levando-os à morte.  Atualmente 

mais de 600 genes que codificam essa proteína, oriundos de diferentes linhagens, foram 

identificados. Alguns desses genes apresentam especificidade, ou seja, a proteína produzida 

apresenta-se tóxica apenas para uma determinada ordem enquanto outros, por sua vez, não 

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 sequências primárias e secundarias das proteínas CRY, especificamente da região dos 

domínios I, II e III.  Foram comparadas as sequências das proteínas codificadas pelos genes 

CRY1Fa1 e CRY9Ba1 cuja proteína é tóxica para os insetos da ordem Lepidóptera, e 

CRY7Aa1 e CRY3Aa1 (Coleóptera) e CRY1Ia1 e CRY1Ib3 cuja proteína ataca as duas 

ordens Lepidóptera e Coleóptera indistintamente. A comparação das sequências primárias e 

secundárias das proteínas CRY possibilitou a identificação de diferenças na região final do 

domínio II e começo do domínio III referentes às estruturas β10 e β11, assim como, na região 

entre elas (loop 3) que podem ser as responsáveis pela especificidade das proteínas por 

representarem regiões de ligação ao receptor. Comparando-se as sequências dos genes 

CRY1Ia1 e CRY1Fa1, especificamente na região do loop 2 presentes no domínio II, 

verificou-se que na proteína que atua sobre os insetos das ordens Lepidóptera e Coleóptera 

existem 24 aminoácidos DAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPS; enquanto na mesma região 

do gene CRY1Fa1 específico para Lepidóptera, existem 16 aminoácidos 

SSVIEDSPVSANIPNG. Essa região é sabidamente responsável pela ligação de receptores e 

assim as diferenças em número e tipo de aminoácidos encontrados podem influenciar a 

ligação dos receptores, favorecendo a ligação de diferentes receptores que poderiam ser os 

responsáveis pela especificidade da ação da proteína.  

 

Palavra-chave: proteínas 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 

techniques 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, II and III. The sequences 

of the proteins encoded by the genes CRY1Fa1 and CRY9Ba were compared whose protein is 

toxic to insects of the Lepidoptera order, and CRY7Aa1 and CRY3Aa1 (Coleoptera) and 

CRY1Ia1 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 II and domain III beginning 

related to structures β10 and β11 , 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 CRY1Fa1 and CRY1Ia1 specifically in this region in the field loop2 

II, 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 CRY1Fa1 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

Os insetos são o maior grupo entre os animais, tem grande adaptação aos mais 

variados hábitos e hábitats, sendo grande competidores do homem na terra; pois os insetos 

herbívoros atacam plantações e também os alimentos que são estocados, ocorrendo perdas 

econômicas; são vetores de doenças em humanos e animais de criação que são prejudiciais à 

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

Um dos maiores fatores de perda de grãos na agricultura é causada pelos insetos, onde 

denomina-se Praga Agrícola ou Florestal uma população de organismos capazes de causar 

danos às plantas, seus produtos e subprodutos.  Podem afetar o rendimento do produto ou sua 

qualidade, através do consumo direto dos tecidos ou órgãos da planta, frutos ou sementes, 

sucção de seiva, transmissão de doenças, competição por espaço e por nutrientes e ainda deve 

levar em consideração o custo do controle destas pragas. O menor rendimento das colheitas, o 

valor depreciado dos produtos pelo efeito do dano causado pelas pragas, aliado ao custo nas 

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

. Dentro da classe de insetos a grande maioria das pragas agrícolas pertencem às 

ordens Coleóptera, Lepidóptera, Hemíptera, Himenóptera, Isóptera, Orthoptera, Díptera e 

Thysanoptera.  Jamais um só inseto poderá produzir um dano que compense a sua eliminação 

da cultura. Apenas quando a densidade populacional atinge população crítica, é que eles irão 

consumir uma quantidade de alimento que produzirá um prejuízo para a planta explorada pelo 

homem. Na agricultura, o conceito de inseto-praga está diretamente relacionado com os 

efeitos econômicos produzidos pela sua alimentação nas plantas. 

  Para se fazer o controle de pragas ou doenças em qualquer cultura, é preciso que haja 

perdas de grãos acarretando perda econômica; tudo que faz com que diminua a produtividade 

da lavoura é motivo de preocupação por parte dos agricultores que chegam, às vezes, ao 

exagero, tomando medidas drásticas visando à solução do problema, porém com isso, 

prejudicando o meio ambiente e contaminando alimentos.  

Há séculos a qualidade da produção agrícola sempre foi intensamente afetada pelo 

aparecimento de insetos e ervas daninha. Desta forma, tornou-se necessária a utilização de 

agrotóxicos ou pesticidas de diversas classes químicas. As suas utilizações na agricultura 

incluem a elevação da produção com aumento da produtividade, a melhoria da qualidade dos 

produtos e a redução do trabalho. Sem dúvida esses objetivos foram alcançados nas últimas 
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décadas. No entanto, esta prática com o uso indiscriminado e pouco criterioso de agrotóxicos 

trouxe e continua trazendo problemas muitos sérios para o ambiente, pois atinge todos os 

insetos presentes no ecossistema, inclusive os insetos polinizadores que são benéficos as 

plantações, além de contaminar os lençóis freáticos, podendo ser prejudicial à saúde humana.  

Para diminuir estes efeitos ao meio ambiente pesquisas recentes têm mostrado o 

emprego de controle biológico através do uso de bioinseticidas como uma saída viável no 

combate às pragas por serem mais específicos que os compostos químicos, menos danosos ao 

homem e meio ambiente em geral e, quando usados de forma correta, se mostram também 

eficientes. E também têm sido desenvolvidos outros processos de controle de pragas, como a 

produção de plantas transgênicas ou Organismos Geneticamente Modificados (OGM) mais 

resistentes a predação por insetos. 

O uso do Bacillus thuringiensis (Bt) como um bioinseticida é uma alternativa viável 

para o controle de insetos na agricultura e outras áreas tais como, saúde (controle de vetores 

de doenças), pois a atividade entomopatogênica dessa bactéria é decorrente da produção da 

toxina CRY, uma inclusão protéica cristalina que a bactéria gram-positiva produz durante o 

processo de esporulação. 

As proteínas CRY não têm ação entomopatogênica na forma como são sintetizadas, 

pois na forma original elas tornam-se inacessíveis pela absorção do inseto alvo, mas após a 

sua dissolução em um ambiente básico, característico do intestino dos insetos, e, processadas 

por enzimas específicas, proteases, essas proteínas CRY são transformadas em toxinas. Essas 

toxinas além de serem tóxicas a nematóides, ácaros e protozoários, também se mostram com 

propriedades entomopatogênicas frente a várias ordens de insetos, tais como Lepidóptera, 

Díptera, Coleóptera, Hymenoptera, Hemíptera, Orthoptera, Isoptera e Malophaga. A morte da 

larva do inseto é consequência de uma ligação irreversível que ocorre em receptores 

específicos da membrana nas células epiteliais do intestino do inseto. 

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem de B. thuringiensis são 

determinadas pelos tipos de genes CRY funcionais que a mesma apresenta. Uma linhagem de 

B. thuringiensis pode conter uma ou várias cópias de um mesmo gene CRY ou de diferentes 

genes cujos produtos formarão o mesmo cristal. 

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

no sítio (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). Dentre esses genes, 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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verifica-se que alguns codificam proteínas tóxicas para determinadas ordens, enquanto outros 

não mostram a mesma especificidade podendo ser tóxicas para duas ordens.  Essa 

especificidade pode estar associada a alterações na sequência primária das proteínas, que 

podem promover alterações na estrutura secundária e terciária. Considerando que os 

aminoácidos apresentam características diferentes a substituição de um aminoácido com carga 

diferente pode alterar sua hidrofobicidade, deslocando o posicionamento deste aminoácido 

dentro da estrutura terciária importante na manutenção da sua função, assim como, alteração a 

ligação a receptores específicos.  

Pela comparação das sequências de aminoácidos de diferentes genes CRY, buscamos 

encontrar indícios que expliquem a especificidade observada em relação à toxina. Essas 

informações poderão ser importantes na geração de novos cultivares transformados. 

Várias culturas, contendo o gene que codifica a proteína cristal oriunda de B. 

thuringiensis, têm sido produzidas e comercializadas. A identificação de novos genes e de sua 

especificidade possibilitará o desenvolvimento de plantas com resistência específica ou ainda 

a associação de genes visando à múltipla resistência em plantas, pois plantas modificadas pela 

adição do gene que codifica a proteína cristal de B. thuringiensis oferecem segurança e 

controle efetivo de insetos.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 PROTEÍNAS     

Segundo LEHNINGER, NELSON e COX (2007), a estrutura primária de uma 

proteína refere-se à sequência de resíduos de aminoácidos que a compõem. Os aminoácidos 

por sua vez em se arranjam em estruturas secundarias típicas e através de interações entre seus 

aminoácidos, ligações covalentes se enovelam sobre si mesmos formando a estrutura terciaria, 

na qual a proteína se apresenta na sua forma ativa.   

 

2.2 AMINOÁCIDOS  

    

Aminoácidos constituem a estrutura básica de uma proteína. Os aminoácidos são 

compostos por uma cadeia principal de átomos (N, C, O) comum, ligada a uma cadeia lateral 

denominada cadeira lateral R onde reside a particularidade do aminoácido (RICHARDSON, 

1981). Essa cadeia lateral por apresentar diferentes propriedades e características como 

composição, estruturas e tamanho confere ao aminoácido características próprias de 

polaridade hidrofobicidade entre outras.  

LEHNINGER, NELSON e COX (2007) apresenta uma classificação destes 

aminoácidos segundo suas características principais de acordo as propriedades do grupo R, 

principalmente nas características de polaridade e interação com a água em pH biológico 

próximo de 7.  São divididos em 5 grupos: Não Polares e Alifáticos, Aromáticos, Não 

carregados, mas polares, Positivamente e Negativamente. 

 Não Polares e Alifáticos: Possuem apenas carbono e hidrogênio em sua formação, 

além de não conterem anéis aromáticos, são aminoácidos hidrofóbicos (que possuem 

menor afinidade pelo solvente polar, água, voltando-se para o interior da proteína) e 

não polares.  Pertencem a este grupo os aminoácidos: Alanina (A), Glicina (G), 

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

 Aromáticos – que possuem anel aromático em sua composição, com suas cadeias 

laterais relativamente apolares participam de interações hidrofóbicas. Pertencem a este 

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

 Não carregados, mas polares: seus grupos R são mais solúveis em água (hidrofílicos) 

pois contém grupos funcionais que tendem a participar de ligações de hidrogênio com 
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a água. Pertencem a este grupo os aminoácidos: Serina (S), Treonina (T), Cisteína (C), 

Asparagina (N) e Glutamina (Q). 

 Carregados Positivamente: Favoráveis à reações com ânions (íons carregados 

negativamente).  Pertencem a este grupo os aminoácidos: Arginina (R), Histidina (H) 

e Lisina (K). 

 Carregados Negativamente: Favoráveis às reações com cátions (íons carregados 

positivamente).  Pertencem a este grupo os aminoácidos: 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 biológico, em função de sua 

atividade tóxica contra diversas ordens de insetos dentre elas Lepidóptera, Diptera, 

Coleóptera, Hemiptera, Hymenoptera, Homoptera e Orthoptera (VAN FRANKENHUYZEN, 

2009). A seletividade apresentada pelas toxinas produzidas pelo Bt possui pouco efeito sobre 

insetos não alvos e vertebrados como aves e mamíferos (SIEGEL, 2001) e ainda é uma boa 

opção para o controle de pragas na agricultura e vetores de doenças (CRICKMORE et al., 

2011; PARDOLÓPEZ et al., 2013), atingindo organismos como nematóides (SCHNEPF et 

al., 1998), contribuindo assim para esta sua aceitação mundial.   

No século passado, um bacteriologista japonês, Ishawata, isolou um bacilo da larva 

morta do bicho da seda Bombyx mori, e a morte das larvas foram devido à presença 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 província de Turíngia, na Alemanha. Essa 

bactéria apresenta a seguinte classificação: Classe: Firmibacteria; Ordem: Eubacteriales; 

Família: Bacilaceae; Gênero: Bacillus; Espécie: B. thuringienis (BERLINER, 1911). 

B. thuringiensis é uma bactéria de ocorrência cosmopolita, sendo encontrado em todas 

as partes do mundo, e de ocorrência ubíqua (KRYWUNCZYK; FAST, 1980) encontrado em 

vários substratos como solo, água, superfície de plantas, insetos mortos, teias de aranha e 

grãos armazenados (BRAVO et al., 1998). É uma bactéria gram-positiva e aeróbica, podendo 

facultativamente crescer em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 40oC.   Apresenta-se na 
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forma de bastões isolados, aos pares ou em cadeias com tamanhos que variam entre 0,5 a 2,5 

µm de largura por 1,2 a 10,0 µm de comprimento (MIRALLES; PEREZ, 2004) além de 

possuírem flagelos peritríquios que permitem sua locomoção (GLARE; O’CALLAGHAM, 

2000).  A atividade entomopatogênica desta bactéria se deve à presença de inclusões proteicas 

cristalinas, produzidas durante a esporulação. Esses cristais compostos por proteínas 

denominadas endotoxinas ou proteínas cristal podem ser visualizados por microscopia de 

contraste de fases (BRAVO et al., 1998; MONNERAT; BRAVO, 2000). 

Além das proteínas CRY, B. thuringiensis pode produzir uma série de outras toxinas, 

incluindo proteínas com atividade inseticida como α-exotoxinas, β-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 ação sinérgica realizada juntamente com as δ-endotoxinas 

(JOHNSON; McGAUGHEY, 1996). 

 

2.4 CARACTERÍSTICAS E MODO DE AÇÃO DAS TOXINAS CRY 

 

A toxicidade das proteínas CRY está associada às suas regiões específicas e estas 

regiões são utilizadas para a sua classificação. Atualmente, as toxinas de cristal têm sido 

classificadas com base na homologia de sequência de aminoácidos, no qual cada pró-toxina 

recebeu um nome que consiste no CRY mnemônico (ou Cyt) e quatro fileiras hierárquicas 

compostas por números, letras maiúsculas, letras minúsculas e números (por exemplo, 

CRY25Aa1), de acordo com o seu lugar em uma árvore filogenética.  As proteínas CRY com 

cerca de 50% de homologia em suas sequências são 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, são encontrados cinco blocos de 

sequências comuns a uma grande maioria das proteínas. 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 três domínios (Figura 1). O domínio I (N-terminal) é um conjunto de sete α-

hélices anfipáticas sendo que a hélice-A5 hidrofóbica é rodeada por outras seis hélices 

anfipáticas, e este domínio é responsável pela inserção da membrana de poros. O domínio II é 

composto de onze folhas beta com regiões de loop envolvidos na ligação à receptores 
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específico do intestino médio e o domínio III é um β-sanduíche (LI et al., 1991; 

GROCHULSKI et al., 1995; MORSE et al., 2001; GALITSKY et al., 2001; BOONSERM et 

al., 2005, 2006).  As regiões expostas dos domínios III estão envolvidas na ligação ao receptor 

(BRAVO et al., 2005).   

Figura 1 - Representação esquemática da estrutura da toxina CRY3A 

 

Fonte - Li et al., 1991. 

As delta-endotoxinas foram classificadas em vários grupos de proteínas 

(CRICKMORE et al., 1998) e existem mais de 400 proteínas CRY descritas, que estão 

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 pró-toxinas (SCHNEPF et al., 1998). Diferenças na solubilização 

podem determinar a especificidade do isolado de B. thuringiensis à espécie alvo, tanto pela 

alcalinidade do sistema digestivo quanto pela composição dos cristais de B. thuringiensis 

(ARONSON et al., 1991). Após a solubilização, muitas pró-toxinas são processadas por 

proteases; essas toxinas ativas ligam-se então a um receptor primário do tipo caderina, 

presente na membrana das micro vilosidades das células epiteliais do intestino médio.  

 Após o reconhecimento do receptor, a toxina induz a formação de poros na membrana 

celular do epitélio intestinal. A formação dos poros na membrana celular provoca o 

desequilíbrio iônico entre o citoplasma e a o meio externo à célula, ocorrendo à intoxicação 

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

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

Figura 2 - Representação esquemática do modo de ação da toxina Cry de B. thuringiensis 
Adaptado de http://web.utk.edu/~jurat/ 

 

 

2.5 UNIÃO DOS RECEPTORES DE CRY 

 

Os estudos referentes a cinética de união das toxinas CRY às vesículas da membrana 

da microvilosidade apical dos insetos susceptíveis é bifásica. A primeira etapa é reversível e 

ocorre pelo reconhecimento do receptor podendo levar à dissociação do complexo toxina-

receptor. Esta etapa envolve a interação entre a toxina e seu sítio de união (união reversível), 

que é um requisito básico para toxicidade, mas não suficiente (SCHNEPF et al., 1998). A 

segunda etapa ocorre a inserção da toxina na membrana apical da célula tornando a ligação 

irreversível (VAN RIE et al., 1989). Nesta etapa, a união irreversível a receptores específicos 

e a inserção na membrana parecem estar mais ligadas com a toxicidade (VAN RIE et al., 

1989; MONNERAT; BRAVO, 2000). A interação inicial está relacionada à ligação entre a 

toxina e o carboidrato do receptor, enquanto a irreversível está associada com uma interação 

proteína-proteína (LIANG et al., 1995).  
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As metodologias mais utilizadas são os estudos cinéticos de união utilizando proteínas 

marcadas com biotina e Vesículas de Membrana da Microvilosidade Apical (VMMA) ou 

“Brush Border Membrane Vesicles” (BBMVs). 

São conhecidos pelo menos quatro tipos de receptores proteicos envolvidos no 

processo de ligação em diferentes larvas de lepidópteros: a proteína 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 proteínas caderina fazem parte de uma grande famíliade glicoproteínas que são 

responsáveis dentre outras funções pelo contato inter-celular, organização do citoesqueleto e 

morfogênese (ANGST et al., 2001). São proteínas transmembranares com um domínio 

citoplasmático e um domínio extracelular com várias repetições de caderina com 

comprimento de cerca de 110 aminoácidos (VADLAMUTI et al., 1995).  

Em 1993 uma proteína foi isolada do epitélio do intestino médio de Manduca sexta a 

análise desua sequência de aminoácidos revelou a existência de um peptidieo sinal, 12 

repetições de caderina, um domínio extracelular proximal de membrana, um domínio 

transmembranar e um pequeno domínio citoplasmático (DORSCH et al., 2002). 

Posteriormente, novas caderinas de lepidópteros foram identificadas revelando 

apresentar mesma organização de domínio, 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 proteínas caderinas de lepidópteros 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 clássicas encontram-se principalmente dentro de 

junções envolvidas na adesão célula-célula (ANGST et al., 2001),  

A interação das proteínas CRY com a CADR é uma interação complexa que envolve 

três epítopos da CADR correspondentes às regiões extracelulares denominados CR7, CR11 e 

CR12, em que CR12 é proximal ao domínio de membrana da caderina. Estes epítopos da 

proteína CADR interagem com as alças expostas 2, 3 e α-8 do domínio II da toxina, 

promovendo uma clivagem proteolítica adicional da extremidade N-terminal, e também da 

hélice α-1 do domínio I (GÓMEZ et al., 2002; ATSUMI et al., 2008). 
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A clivagem da hélice α-1 expõe regiões hidrofóbicas do domínio I, e foi levantada a 

hipótese de que a clivagem desta hélice é necessária para desencadear a formação da estrutura 

oligomérica do pré-poro da toxina antes da inserção na membrana (GÓMEZ et al., 2002; 

PACHECO et al., 2009; ARENAS et al.,2010). 

As aminopeptidases N (APN) são exopeptidases e atuam no intestino larval de 

lepidópteros juntamente com endopeptidases e carboxipeptidases digerindo as proteínas 

derivadas da dieta do inseto (WANG et al., 2005). As APNs têm sido extensivamente 

estudadas pelo seu papel na digestão e como receptores das toxinas CRY de B.thuringiensis, 

uma vez que foi mostrado que as proteínas CRY podem se ligar a APN (KNIGHT et al., 

1994; SANGADALA., 1994). A interação da proteína CRY com a APN ocorre através da 

alça-3 exposta do domínio II e a interação com a ALP é estabelecida através da folha-β 16 do 

domínio III (MASSON et al, 1995; PACHECO et al, 2009; ARENAS et al., 2010). 

Através do domínio III que reconhece, especificamente, a Nacetilgalactosamina 

(GalNAc), a toxina CRY1Ac se liga ao receptor APN (MASSON et al., 1995) e após a 

ligação a toxina CRY se une rápida e irreversivelmente à membrana plasmática das células 

epiteliais, com subsequente abertura ou formação de poros, ocorrendo, assim, um 

desequilíbrio osmótico entre o meio intra e extracelular, ocasionando perda da integridade da 

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

As ALPs, APNs e CADR interagem de modo consecutivo com diferentes estruturas da 

toxina ao longo do mecanismo de ação das proteínas CRY. Em larvas de lepidópteros as 

toxinas ativas CRY1A primeiramente se ligam aos receptores ALP e APN através de uma 

interação de baixa afinidade (MASSON et al., 1995; PACHECO et al., 2009; ARENAS et al., 

2010). A interação 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 

interação de alta afinidade com os receptores CADR (VADLAMUDI et al., 1995; GÓMEZ et 

al., 2006; PACHECO et al., 2009; ARENAS et al.,2010).  

Após a toxina ativa se ligar à CADR ocorre sua primeira mudança conformacional, na 

qual a região N-terminal da proteína incluindo aα-hélice1é exposta e clivada por proteases da 

membrana promovendo a oligomerização das toxinas CRY (na forma de um tetrâmero) que 

corresponde à estrutura chamada pré-poro (GÓMEZ 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 oligômero se liga a estes receptores e em seguida ocorre a inserção da toxina ativa na 

membrana de forma irreversível induzindo a abertura ou formação de poros que provocam 

uma quebra no balanço osmótico da célula e consequente lise celular (PARDO-LÓPEZ et al., 

2006; ARENAS et al., 2010; PARDO-LÓPEZ et al., 2013). 

Figura 3- Receptores moleculares das proteínas CRY1A.  

 

Fonte -  BRAVO et al., 2007. 

 

2.6 PLANTAS GENTICAMENTE MODIFICADAS COM GENES DE B. thuringiensis 

 

Atualmente são conhecidas inúmeras espécies de bactérias associadas a doenças em 

insetos (COSTA et al., 2010), mas nem todas apresentam características importantes e 

necessárias à aplicação do controle biológico de inseto-praga das plantas cultivadas (FIUZA, 

2001). Entre essas bactérias capazes de exercer controle sobre insetos, o gênero Bacillus 

apresenta especial importância no controle biológico 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 transferência e expressão de genes exógenos em bactérias e plantas. A utilização 

destas técnicas permitiu a criação de cultivares geneticamente modificado com características 

específicas para a resistência a herbicidas, insetos, patógenos e estresse ambiental (LIU et al., 

2005); características estas que proporcionam aumento na produção e redução de gastos com 

controle de doenças e insetos, proporcionando maior rendimento econômico (LIU et al., 

2005).  

Em 1981, o primeiro gene CRY foi clonado e expresso em Escherichia coli 

(SCHNEPF; WHITLEY, 1981). Devido à complexidade do processo de transformação de 
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plantas transgênicas, somente em 1987 foram obtidas as primeiras plantas Bt, mediante a 

inserção de genes CRY que codificam a síntese de proteínas inseticidas em plantas de tomate 

(proteína CRY1Ab) e tabaco (proteína CRY1Ac) (FISCHHOFF et al., 1987; 

POLANCZYKET al., 2003). A partir daí foram introduzidos genes CRY em plantas como 

algodão, 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 está associado às culturas de maior 

importância econômica como: soja, algodão e canola. Em países aonde esta tecnologia vem 

sendo desenvolvida, a área utilizada para o cultivo comercial de OGMs cresceu 

consideravelmente. Atualmente 21 países 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 transgênicos nestes três países representa 82% de 

toda a produção de OGMs no mundo.  

Esforços têm sido concentrados no incremento da expressão dos genes de Bt em 

plantas, na seleção de novas variantes de Bt mais ativas e/ou na modificação das sequências 

dos genes CRY de maneira a aumentar a produção de toxinas no interior das plantas. As 

sequências de genes CRY de Bt apresentam um alto conteúdo de bases adenina/timina (A/T) 

quando comparados a genes de plantas, que tendem a ter um alto conteúdo de bases 

guanina/citosina (G/C) (de MAAGD et al., 1999). Como consequência, os códons 

preferenciais dos genes de Bt são ineficientes em plantas, determinando a não tradução ou 

uma meia-vida do mRNA muito curta, o que leva à expressão reduzida destes genes. A 

substituição de nucleotídeos na sequência codificadora por meio da síntese química ou da 

utilização de formas truncadas auxilia a correta leitura para tradução em plantas. Porém, 

devem-se adequar as modificações a cada espécie vegetal a ser transformada, tendo-se o 

cuidado de que a síntese (parcial ou total) gere a mesma proteína do gene nativo (ESTRUCH 

et al., 1997; IANNACONE et al., 1997; de MAAGD et al.,1999).  No início da década de 90, 

foram obtidas plantas com aumento significativo da expressão dos genes de Bt, capazes de 

conferir efetivo controle de pragas do algodão (PERLAK et al., 1990), batata (PERLAK et al., 

1993; ADANG et al., 1993) e milho (KOZIEL et al.,1993).  

A identificação de novos genes e de sua especificidade irá possibilitar o 

desenvolvimento de plantas com resistência específica ou ainda a associação de genes visando 

a múltipla resistência em plantas de valor comercial e segundo Maagd et al. (1999) as plantas 
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Bt oferecem segurança e controle efetivo de insetos. O gene que codifica a proteína cristal de 

Bt já foi utilizado na transformação de diferentes espécies de plantas cultivadas de interesse 

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

Tabela 1.   

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

 

Nome comum Nome científico Inseto alvo 
Soja Glycine canescens Anticarsia gemmatalis 

Laranja Citrus sinensis Lymantria dispar 
Algodão 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, número, 54 -  ISSN0104-6187 

 

Desde a liberação comercial das plantas-Bt nos EUA, os agricultores têm adotado esta 

tecnologia visando a um efetivo aumento de produção à agricultura sustentável (DUNWELL, 

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

 

 As plantas-Bt têm demonstrado vantagens sobre os biopesticidas, pois a 

eficiência da produção de proteínas CRY pelas plantas-Bt não é afetada por 

fatores ambientais como chuva após a aplicação, incidência de radiação solar e 

altas temperaturas (BETZ et al., 2000).  

 As proteínas não são tóxicas para seres humanos e animais domésticos, nem se 

acumulam nos tecidos adiposos ou persistem no ambiente como alguns 

inseticidas químicos (BISHOP et al., 1999; SIEGEL, 2001). A exposição de 

seres humanos e outros animais a estas proteínas é menor do que a exposição 

aos inseticidas normalmente utilizados. Isto porque os inseticidas químicos e 

biológicos são normalmente aplicados em grandes quantidades nas folhas, 

enquanto as proteínas CRY, em plantas-Bt, são produzidas em pequenas 

quantidades no interior da planta e aparecem em níveis ainda mais baixos no 

pólen (BISHOP et al., 1999). 
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 As proteínas CRY exibem um alto grau de especificidade para os insetos-alvo e 

espécies relacionadas, devendo ser ingeridas para exercerem seus efeitos, uma 

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

Nos últimos anos, o impacto negativo dos produtos químicos sobre o meio ambiente 

tem se agravado com a poluição do solo e mananciais de água doce, acúmulo na cadeia 

alimentar e com os consequentes problemas de saúde pública. O percentual de redução nas 

aplicações de inseticidas químicos com o emprego de plantas-Bt foi variável, dependendo da 

cultura. 

A proteção inerente das plantas-Bt foi traduzida em aumento de produtividade 

agrícola, um exemplo disso foi verificado em relação às perdas anuais de milho nos EUA 

devido aos danos causados pelo besouro L. decemlineata que variavam em torno de 33 e 300 

milhões de toneladas/ano e a redução destas perdas com o emprego do milho-Bt levou ao 

aumento da produção final de milho (BETZ et al., 2000; PEFERÖEN, 1997). 

 

2.7 BIOINFORMÁTICA 

 

A bioinformática tem sido utilizada em diversas áreas como a construção de banco de 

dados e a mineração de dados; análises de sequências; para identificar gene, predizer suas 

funções e demonstrar relações entre genes e proteínas; prever a conformação tridimensional 

das proteínas; construir árvores filogenéticas e modelos evolutivos; construir bibliotecas 

genômicas; estudar as funções biológicas. 

 

2.7.1 ALINHAMENTO DE SEQUÊNCIAS 

 

A finalidade do alinhamento de sequências (completo ou parcial) de gene ou proteínas é 

identificar a relação que elas possuem com outros genes ou proteínas. Usando o alinhamento 

de sequências é possível identificar domínios ou sentidos para DNAs (Ácido 

Desoxirribonucléico) ou sequências de proteínas que são compartilhados entre um grupo de 

moléculas. Existem 2 tipos de alinhamentos: em pares e múltiplos. O uso do alinhamento 

múltiplo de sequências estabelece relações filogenéticas entre diferentes proteínas, encontra 

domínios conservados e compara proteína de interesse de forma mais detalhada com os 

membros da mesma família de proteínas. 
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 O programa CLUSTALW2 é um exemplo de programa básico para alinhamento 

múltiplo de sequências (DNA ou proteínas), produzindo alinhamentos múltiplos 

biologicamente significativos de sequências divergentes, calculando o melhor score e 

alinhando as sequências para que identidades, similaridades e diferenças possam ser 

visualizadas. 

O trabalho feito por BOONSERM et al. (2005), utilizando alinhamento múltiplo foi 

relatada que a proteína CRY4Ba específica da díptera é mais semelhante que a proteína 

Cry1Aa específica da Lepidóptera do que a proteína Cry3Aa específica da Coleóptera em 

relação Lepidóptera/Díptera Cry2Aa.   

  

2.7.2 ÁRVORES FILOGENÉTICAS 

 

 Devido ao constante aprimoramento e relativa simplicidade na execução as técnicas 

moleculares têm sido amplamente utilizadas nas análises filogenéticas (BUSO, 2005). E a 

maior vantagem dos métodos moleculares é a exclusão das influências ambientais e a 

investigação direta da situação genotípica, permitindo a detecção de variação ao nível de 

DNA. 

Filogenia molecular é o estudo das relações evolutivas entre genes, organismos, ou 

proteínas combinando as técnicas estatísticas com a Biologia Molecular (POLANSKI; 

KIMMEL, 2007).  

Nos estudos filogenéticos são usados diferentes métodos para se identificar os 

membros distintos de uma comunidade. Por exemplo, quando se trata de uma família de 

sequências de genes ou proteínas a análise filogenética determina quanto a família pode ter 

derivado durante a evolução (MOUNT, 2004).  

O padrão de ramificação de uma árvore é a topologia e o objetivo da análise 

filogenética é identificar as relações entre os galhos de uma árvore e os seus comprimentos 

(MOUNT, 2004). Para estabelecer estas relações podem ser utilizadas diferentes abordagens 

na construção de uma árvore filogenética (POLANSKI; KIMMEL, 2007).     

No trabalho de BOONSERM et al. (2005), entre as comparações estruturais entre 

toxinas CRY com atividades específicas contra diferentes ordens de insetos utilizou o recurso 

de filogenia, criando um dendograma de diversidade estrutural derivada da sobreposição dos 

três domínios em conjunto e separadamente. 



28 

 

3 JUSTIFICATIVA 
 

Até o momento já foram identificados cerca de 600 genes de B. thuringiensis que 

codificam proteínas tóxicas a diversas ordens de insetos.  Essas sequências estão disponíveis 

no sítio (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/).  A ação destas proteínas 

contra as diferentes ordens é bastante específica, embora haja casos de proteínas cuja ação 

seja efetiva para duas ordens. A identificação de padrões na sequência de aminoácidos destas 

proteínas que possam estar associados a sua especificidade, poderá facilitar o uso destes genes 

na geração de novas plantas transgênicas resistentes as diferentes pragas agricolas, bem como 

a construção de plantas piramidizadas, hoje uma realidade.   

 

4 HIPÓTESE 
 

 As alterações dos aminoácidos nos domínios da proteína CRY são responsáveis pelas 

diferentes especificidades nas ordens dos insetos Lepidópteros e Coleópteros. 

 

5 OBJETIVOS 
 

5.1 OBJETIVOS GERAIS 

Comparar as sequências de aminoácidos dos diferentes genes CRY já disponíveis e 

baseados na semelhança e diferença encontrada, explicar a especificidade da sequência. 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

-  Buscar as sequências de aminoácidos dos genes nos bancos de dados; 

- Fazer alinhamento das sequências de aminoácidos; 

- Analisar as sequências dos domínios I, II e III entre as diferentes ordens de 

insetos; 

- Verificar as diferenças de aminoácidos entre as sequências e suas 

características; 

- Análise de estrutura secundária; 

- Análise filogenética baseada na sequência de aminoácidos.  

 

 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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6 METODOLOGIA 

O projeto foi desenvolvido na Unidade de Biotecnologia na Universidade de Ribeirão 

Preto – UNAERP e no laboratório de Informática do IFSULDEMINAS (Instituto Federal de 

Educação, Ciência 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: 

verificação de diferenças e semelhanças na estutura primária (cinza) e na estrutura secundária 

(marron-claro). 

 

Figura 4: Apresentação geral deste trabalho e suas etapas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.1  DOWNLOAD E ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS 

 

Busca e download das sequências de proteínas CRY disponíveis no sitio 

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

pelas sequências inteiras de aminoácidos e também separados por domínios (Domínio I, II e 

III) totalizando 97 sequências de aminoácidos, sendo 4 downloads para cada sequência. O 

Resultados da análise da estrutura 

secundária 

Download das sequências 

 

Análise dos aa entre as folhas Beta e 

alfas hélice 

Alinhamentos das sequências 

CLUSTALW2 

Predição das sequências de proteínas 

PSIPRED v3.3 

Criação de árvores filogenéticas 

MEGA 6 

Seleção das sequências de proteínas Comparação dos aminoácidos por 

domínios (I, II, II) 

Resultados da análise da estrutura 

primária 

Análise dos alinhamentos das 

sequências de aa 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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download executado das 97 sequências em estudo resultou em 17 sequências de genes, cuja 

toxina ataca (que apresenta toxicidade) insetos da ordem Lepidóptera e Coleóptera: CRY1Ia1, 

CRY1Ia2, CRY1Ia3, CRY1Ia4, CRY1Ia5, CRY1Ia7, CRY1Ia8, CRY1Ia11, CRY1Ia12, 

CRY1Ia13, CRY1Ia14, CRY1Ib1, CRY1Ib2, CRY1Ib3, CRY1Ic1, CRY1Id1, CRY1Ie1; 46 

sequências de genes, cuja toxina ataca insetos da ordem Lepidóptera: CRY1Ba1, CRY1Ba2, 

CRY1Ba3, CRY1Ba5, CRY1Ba6, CRY1Bb1, CRY1Bc1, CRY1Bd1, CRY1Bd2, CRY1Be1, 

CRY1Ca1, CRY1Ca2, CRY1Ca3, CRY1Ca5, CRY1Ca6, CRY1Ca8, CRY1Ca9, CRY1Da1, 

CRY1Da1, CRY1Db1, CRY1Db2, CRY1Ea1, CRY1Ea2, CRY1Ea3, CRY1Ea4, CRY1Ea6, 

CRY1Ea7, CRY1Ea8, CRY1Eb1, CRY1Fa1, CRY1Fa2, CRY1Fb1, CRY1Fb2, CRY1Fb3, 

CRY1Fb5, CRY1Fb6, CRY1Fb7, CRY1Ga1, CRY1Ga2, CRY1Gb1, CRY1Gb2, CRY1Ja1, 

CRY1Jb1, CRY1Ka1, CRY9Aa1, CRY9Aa2, CRY9Ca1 e 34 sequências de genes, cuja 

toxina ataca insetos da ordem Coleóptera: CRY3Aa1, CRY3Aa2, CRY3Aa3, CRY3Aa4, 

CRY3Aa5, CRY3Aa6, CRY3Aa7, CRY3Aa8, CRY3Aa10, CRY3Aa12, CRY3Bb1, 

CRY3Bb2, CRY3Ca1, CRY7Aa1, CRY7Ab1, CRY7Ab2, CRY7Ab3, CRY7Ab4, CRY7Ab5, 

CRY7Ab6, CRY8Aa1, CRY8Ab1, CRY8Ba1, CRY8Ca1, CRY8Ca2, CRY8Ca3, CRY8Da1, 

CRY8Db1, CRY8Ea2, CRY14Aa1, CRY18Aa1, CRY18Ba1, CRY18Ca1, CRY43Ba1.  

 Após obter as sequências dessas proteínas o alinhamento foi realizado com a 

ferramenta Clustaw (THOMPSON et al., 1997) versão para sistema operacional Ms Windows 

8.0.  A ferramenta Clustaw foi executada utilizando como entrada arquivos Fasta com a 

sequência das proteínas. As sequências foram alinhadas por domínios I, II e III. 

 

6.2 ANÁLISE FILOGENÉTICA   

 

 Para a análise filogenética utilizou-se o programa MEGA 6, Molecular Evolutionary 

Análise Genética (TAMURA et al., 2011) é um programa livre, com a finalidade de 

realização de análise estatística da evolução molecular e também para a construção de árvores 

filogenéticas. Baseado no método de Neighbor joining, uma árvore filogenética foi gerada 

para cada domínio I, II, III (POLANSKI; KIMMEL, 2007).  

 

6.3 ANÁLISE DOS ALINHAMENTOS DAS SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS  

 

 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 símbolo do aminoácido e substituí-lo por uma cor, 
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agrupando os aminoácidos por grupos e identificando os diferentes grupos por cores 

específicas, como na legenda: 

 

Grupo R não polares e alifáticos             Grupo R não carregados, mas polares   

Grupo R aromáticos                                      Grupo R carregados positivamente  

          Grupo R carregados negativamente 

  

 Em seguida com as informações obtidas do alinhamento as posições de aminoácidos 

idênticos e semiconservados, utilizamos no arquivo do Word o mesmo critério do software 

Clustalw o símbolo (*) para aminoácidos conservados e o simbolo ( : ) para aminoácidos 

semiconservados. Os dados das sequências dos alinhamentos foram comparados de acordo 

com as semelhanças e diferenças que interferem na característica e função da proteína CRY. 

A primeira análise comparou-se número de Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos 

semiconservados nos Domínio I, II e III das 39 sequências de genes avaliadas. Na segunda 

análise comparou-se Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos semiconservados nos Domínio I, 

II e III, das 16 sequências de genes cuja toxina ataca insetos da ordem Lepidóptera/Coleóptera 

(8) e Coleóptera (8); e por último analisou Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos semi 

conservados nos Domínio I, II e III, das 16 sequências de genes cuja toxina ataca insetos da 

ordem Lepidóptera/Coleóptera (8) e Lepidóptera (23). 

 

6.4 ESTRUTURA SECUNDÁRIA DAS SEQUÊNCIAS DE PROTEÍNAS 

 

Para a obtenção das estruturas secundárias das sequências de proteínas foi utilizado o 

programa PSIPRED v3.3 (Predict Secondary Structure) no sítio bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred 

disponiblizado pelo  University College London - UCL. 

Foram escolhidas aleatoriamente 6 sequências de proteínas, duas sequências cuja 

toxina ataca insetos das ordens Lepidóptera/Coleóptera, 2 para Lepidóptera e 2 para 

Coleóptera, a análise foi realizada utilizando a sequência total de aminoácidos. Foram 

analisadas o número de aminoácidos idênticos e semiconservados nas estuturas secundárias 

alfa (α) hélices, folhas Beta (β) e loops nos 3 domínio (I, II e III); o número de estuturas 

secundárias alfa (α) hélices,  folhas Beta (β) e loops; e a comparação dos aminoácidos nestas 

estruturas por domínio (I, II e III) e por ordem de insetos. 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1 ALINHAMENTO E ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS  

 

Foram alinhadas inicialmente 97 sequências de aminoácidos por domínio (I 227aa, II 

228aa e III 156aa). Após a execução dos alinhamentos, fez-se a comparação de aminoácido 

por aminoácido entre as proteínas e retirou-se sequências que se apresentaram muito distintas 

das demais e por aparecerem uma única vez no banco de dados 

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/), de forma a fornecer a análise 

restrita à sequência com mais procedência e desta forma termos mais confiabilidade para as 

análises. Isto resultou em um grupo de 39 sequências de aminoácidos composto por 8 genes 

(Tabela 2), cuja toxina ataca insetos da ordem Lepidóptera e Coleóptera: 23 genes, cuja toxina 

ataca insetos da ordem Lepidóptera e 8 genes, cuja toxina ataca insetos da ordem Coleóptera, 

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

 

Tabela 2 - 39 Sequências de aminoácidos para alinhamento 

Ordens de insetos Proteínas TOTAL 

L/C 

CRY1Ia1, CRY1Ia2, CRY1Ia3, 

CRY1Ia5, CRY1Ia11, CRY1Ia12, 

CRY1Ia14, CRY1Ib3 

 

8 

L 

CRY1Ba1, CRY1Ba5, CRY1Bb1, 

CRY1Bc1, CRY1Ca3, CRY1Ca5, 

CRY1Ca6, CRY1Ca8, CRY1Ca9, 

CRY1Ea1, CRY1Ea2, CRY1Ea3, 

CRY1Ea6, CRY1Ea7, CRY1Fa1, 

CRY1Fa2, CRY1Fb1, CRY1Fb2, 

CRY1Fb3, CRY1Fb5, CRY1Fb7, 

CRY1Gb1, CRY1Gb2 

 

        23 

C 

CRY3Aa1, CRY3Aa2, CRY3Aa3, 

CRY3Aa4, CRY3Aa5, CRY3Aa6, 

CRY3Aa7, CRY3Aa12 

8 

 

Analisando o alinhamento das sequências dos aminoácidos dos diferentes domínios, 

apresentadas nos Anexos 1, 2 e 3, verificou-se que para o domínio I em 33 posições os 

aminoácidos são conservados (idênticos), 35 posições são semiconservados (pertencem ao 

mesmo grupo) num total de 68 aminoácidos conservados ou semiconservados e em 159 

posições são variáveis o que corresponde a 70,04% respectivamente conforme mostrado na 

Tabela 3. Os aminoácidos presentes em posições conservadas foram analisados quanto ao 

grupo a que pertencem e os dados estão apresentados na Tabela 4.  Verifica-se que os 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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aminoácidos pertencem aos mesmos grupos, embora em proporções diferentes.  Ressalta-se 

que o grupo de aminoácidos não polares e alifáticos aparece em maior número (13) que 

representa 39,39% dos aminoácidos conservados idênticos e 28 (80%) semiconservados. O 

grupo de aminoácidos aromáticos aparece em segundo lugar, com 11 (33,33%) aminoácidos 

idênticos e 3 (8,5742%) semiconservados para o domínio I, como representado na Figura 5.   

O domínio II apresenta o menor número de aminoácidos conservados e 

semiconservados (39) quando comparado aos domínios I (68) e III (57) como na Tabela 3. 

Considerando que o domínio II está diretamente envolvido com a ligação dos receptores, a 

diversidade de aminoácidos nesta região pode explicar a especificidade das toxinas (WU et 

al., 2007), uma vez que esse é o primeiro passo descrito no modo de ação das proteínas CRY 

(LUCENA et al 2014).  Em contrapartida o domínio I está envolvido na inserção na 

membrana e na formação dos poros, apresenta maior similaridade de sequência, muito 

provavelmente em função do papel que desempenha no modo de ação das toxinas. 

Verifica-se que, no domínio III, o grupo de aminoácidos não polares e alifáticos 

aparece em maior número 19 o que representa 54,29% dos aminoácidos conservados idênticos 

e 12 (54,55%) semiconservados. O grupo de aminoácidos não carregados, mas polares 

aparece em segundo lugar, com 5 (14,29%) aminoácidos idênticos e 8 (36,36%) 

semiconservados para o domínio III.  Pelo fato do domínio III apresentar alta porcentagem de 

aminoácidos não polares e alifáticos e esses aminoácidos apresentarem volumosas cadeias 

carbônicas, portanto, características hidrofóbicas, considera-se que esse domínio está 

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

Tabela 3 – Resumo das 39 sequências analisadas quanto à similaridade e variabilidade dos aminoácidos 

DOMÍNIO Nº aa Conservados Similaridade % Variabilidade % 

I 227 68 30 70 

II 228 39 17 83 

III 156 57 36 64 
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Tabela 4 - Análise comparativa do número de Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos semiconservados nos Domínio I, II e III, das 39 sequências de genes avaliadas. 

Grupos 

Domínio I Domínio II Domínio III 

Posições 

conservadas 

Idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Posições 

conservadas 

Idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Posições 

conservadas 

Idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Número % Número % Número % Número % Número % Número % 

Grupos Não Polares e 

alifáticos 
13 39,39 28 80,00 6 26,09 12 75,00 19 54,29 12 54,55 

Grupos Não 

Carregados, mas 

Polares 

3 9,09 1 2,86 6 26,09 1 6,25 5 14,29 8 36,36 

Grupos aromáticos 11 33,33 3 8,57 3 13,04 1 6,25 6 17,14 0 0 

Grupos carregados 

positivamente 
2 6,06 2 5,71 6 26,09 1 6,25 2 5,71 2 9,09 

Grupos carregados 

negativamente 
4 12,12 1 2,86 2 8,70 1 6,25 3 8,57 0 0 

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:  Posições conservadas dos aminoácidos quanto ao grupo a que pertencem  
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Foram comparadas as sequências de aminoácidos das proteínas tóxicas para as ordens 

Lepidóptera/Coleóptera, com Coleóptera e Lepidóptera/Coleóptera com Lepidóptera com 

vistas a identificar similaridades entre as mesmas quanto aos grupos de aminoácidos (Figura 

6). 

Os aminoácidos presentes em posições conservadas foram analisados comparando o 

grupo da Lepidóptera/Coleóptera com o grupo da Coleóptera e os dados estão apresentados na 

Tabela 5. Para o domínio I 102 posições que representam 71,33% dos aminoácidos são 

conservados (idênticos), 41 posições (28,67%) são semiconservados um total de 143 

aminoácidos (62,99%), e em 84 posições são variáveis os que correspondem a 37,01%.  

Ressalta-se que o grupo de aminoácidos não polares e alifáticos aparece em maior número 50 

que representa 49,02% dos aminoácidos conservados idênticos e 20 (48,78%) 

semiconservados. O grupo de aminoácidos aromáticos e não carregados, mas polares 

aparecem em segundo lugar, com 20 (19,61%) e 15 (14,71%) aminoácidos idênticos e; 4 

(9,76%) e 9 (21,94%) semiconservados para o domínio I. Na Figura 7 são mostrados 

exemplos do alinhamento dos aminoácidos referentes a uma porção da sequência encontrada 

no Domínio I, II e II. Em A 8 genes cuja toxina ataca insetos das ordens Lepidóptera e 

Coleóptera foram comparadas com a mesma porção da sequência dos genes cuja toxina ataca 

somente Coleóptera. Verifica-se que aminoácidos do grupo alifáticos, posições 1, 4, 5 e 9 

aminoácidos idênticos, e posições 7 e 8 semiconservadas, onde houve a troca de uma 

Isoleucina (I) por uma Valina (V) e uma Alanina (A) por Valina (V), respectivamente. Muito 

embora os aminoácidos tenham grupamentos R de tamanho diferente elas apresentam as 

mesmas características de hidrofobicidade. 

Ainda na Tabela 5, referente ao domínio II verifica-se que em 61 (59,80%) posições os 

aminoácidos são conservados (idênticos), 41 posições (40,20%) são semiconservados num 

total de 102 aminoácidos (44,74%), e em 126 posições são variáveis o que corresponde a 

55,26%.  Novamente o grupo de aminoácidos não polares e alifáticos aparece em maior 

número 27 que representa 44,26% dos aminoácidos conservados idênticos e 17 (41,46%) 

semiconservados. O grupo de aminoácidos não carregados, mas polares, aparece em segundo 

lugar, com 13 (21,31%) aminoácidos idênticos e 16 (39,02%) semiconservados. Observando a 

Figura 7 (B), onde se apresenta o alinhamento dos aminoácidos referentes a porção para os 

mesmos genes verifica-se que e aminoácidos do grupo alifáticos, posições 5 e 9 aminoácidos 

idênticos, e posição 13 semiconservada, onde houve a troca de uma Alanina (A) por uma 
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Prolina (P), aumentando as interações dos grupamentos R atribuindo característica mais 

hidrofóbica à sequência demonstrada.  

No domínio III 58,03%, (35 posições), dos aminoácidos são conservados, 31 posições 

(46,97%) são semiconservados (pertencem ao mesmo grupo) num total de 66 aminoácidos 

(42,31%), e em 90 posições são variáveis o que corresponde a 57,69%.   
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Tabela 5 - Análise comparativa do número de Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos semiconservados nos Domínio I, II e III, das 16 sequências de genes cuja toxina ataca 

insetos da ordem Lepidóptera/Coleóptera (8) e Coleóptera (8). 

Grupos 

Domínio I Domínio II Domínio III 

Posições 

conservadas 

idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Posições 

conservadas 

idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Posições 

conservadas 

idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Número % Número % Número % Número % Número % Número % 

Grupos Não Polares e 

alifáticos 
50 49,02 20 48,78 27 44,26 17 41,46 17 48,57 16 51,61 

Grupos aromáticos 20 19,61 4 9,76 8 13,11 3 7,32 7 20,00 0 0,00 

Grupos Não 

Carregados,  Polares 
15 14,71 9 21,94 13 21,31 16 39,02 6 17,14 9 29,03 

Grupos carregados 

negativamente 
8 7,84 4 9,76 6 9,84 2 4,88 3 8,57 1 3,23 

Grupos carregados 

positivamente 
9 8,82 4 9,76 7 11,48 3 7,32 2 5,72 5 16,13 

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:  Análise comparativa do número de Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos semiconservados nos Domínio I, II e III, das 16 sequências de genes cuja toxina 

ataca insetos da ordem Lepidóptera/Coleóptera (8) e Coleóptera (8). 
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Como no domínio I e II o grupo de aminoácidos não polares e alifáticos aparecem em 

maior número 17 que representa 48,57% dos aminoácidos conservados idênticos e 16 

(51,66%) semiconservados. O grupo de aminoácidos não carregados, mas polares, aparece em 

segundo lugar, com 6 (17,14%) aminoácidos idênticos e 9 (29,03%) semiconservados (Tabela 

5). 

Observou-se que nos domínios I e II (Figura 7 C) os aminoácidos do grupo alifáticos, 

posições 3 e 8 aminoácidos idênticos, e posição 7 semiconservada, onde houve a troca de uma 

Arginia (R) por uma Lisina (K), que apresentam estruturas parecidas, ou seja, aminoácidos 

carregados positivamente, praticamente não interferindo na polaridade do composto. O 

domínio III apresenta o menor número de aminoácidos conservados e semiconservados (66) 

quando comparado aos domínios I (143) e II (102).  

Figura 7 - Alinhamento aminoácidos idênticos e semiconservados do grupo de genes cuja proteína CRY é tóxica 

para insetos das ordens Lepidóptera e Coleóptera com o grupo das Coleópteras. 

A – DOM I B – DOM II C – DOM III 

   

A segunda análise foi comparar o grupo dos genes cuja toxina ataca as ordens 

Lepidóptera/Coleóptera com o grupo das Lepidópteras e os dados estão apresentados na 

Figura 8. Para o domínio I 38 posições que representam 50,67% dos aminoácidos são 

conservados (idênticos), 37 posições (49,33%) são semiconservados um total de 75 

aminoácidos (33,04%), e em 152 posições são variáveis, o que corresponde a 66,96%  (Tabela 

6).  Observou-se que o grupo de aminoácidos não polares e alifáticos aparece em maior 

número 17 que representa 44,74% dos aminoácidos conservados idênticos e 29 (78,38%) 

semiconservados.  
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Tabela 6 - Análise comparativa do número de Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos semiconservados nos Domínio I, II e III, das 31 sequências de genes cuja toxina ataca 

insetos da ordem Lepidóptera/Coleóptera (8) e Lepidóptera (23). 

Grupos 

Domínio I Domínio II Domínio III 

Posições 

conservadas 

idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Posições 

conservadas 

idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Posições 

conservadas 

idênticas 

Posições 

Semiconservadas 

Número % Número % Número % Número % Número % Número % 

Grupos Não Polares e 

alifáticos 
17 44,74 29 78,38 7 23,33 13 68,42 22 47,83 11 52,38 

Grupos aromáticos 11 28,95 3 8,11 4 13,33 3 15,79 8 17,39 0 0,00 

Grupos Não 

Carregados, mas 

Polares 

3 7,89 3 8,11 8 26,67 2 10,53 6 13,04 10 47,62 

Grupos carregados 

negativamente 
4 10,53 0 0,00 3 10,00 0 0,00 4 8,70 0 0,00 

Grupos carregados 

positivamente 
3 7,89 2 5,41 8 26,67 1 

5,26 

 
6 13,04 0 0,00 

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:  Análise comparativa do número de Aminoácidos Idênticos e Aminoácidos semiconservados nos Domínio I, II e III, das 31 sequências de genes cuja toxina 

ataca insetos da ordem Lepidóptera/Coleóptera (8) e Lepidóptera (23). 
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O grupo de aminoácidos aromáticos aparece em segundo lugar, com 11 (28,95%) 

aminoácidos idênticos e 3 (8,11%) semiconservados para o domínio I.  Na Figura 9 são 

mostrados exemplos do alinhamento dos aminoácidos para os Domínios I, II e III, de 8 genes 

cuja toxina ataca insetos das ordens Lepidóptera e Coleóptera comparadas com 23 sequências 

do genes cuja toxina ataca somente a ordem Lepidóptera. Verifica-se que aminoácidos do 

grupo alifáticos, nas posições 5 e 7 na ordem Lepidóptera/Coleóptera todos são Isoleucina(I), 

enquanto que em algumas sequências nessas mesmas posições na ordem Lepidóptera 

apareceu também a Leucina (L), como pode ser observada na Figura 9 (A), essa alteração 

possivelmente não influencia na polaridade do composto, ou seja, na característica da 

proteína, 

No domínio II em 30 posições (61,22%) os aminoácidos são conservados (idênticos), 

19 posições (38,78%) são semiconservados, num total de 49 aminoácidos (21,49%), e em 179 

posições são variáveis o que corresponde a 78,51%.  Novamente o grupo de aminoácidos não 

polares e alifáticos aparecem em maior número (7) que representa 23,33% dos aminoácidos 

conservados idênticos e 13 (68,42%) semiconservados. O grupo de aminoácidos não 

carregados, mas polares, aparece em segundo lugar, com 8 (26,67%) aminoácidos idênticos e 

2 (10,53%) semiconservados. 

Na comparação do alinhamento no Domínio II, verifica-se que os aminoácidos do 

grupo alifáticos, na posição 5 são idênticos, em todas as sequências a Leucina (L) ocupa essa 

posição  ainda na posição 9 todos os aminoácidos são Valina (V), enquanto que em algumas 

sequências nessas mesmas posições na ordem Lepidóptera apareceu também Isoleucina (I) 

como retrata na Figura 9 (B), essa alteração levou a um aumento do comprimento da cadeia 

carbônica, aumento das interações hidrofóbicas, e consequentemente, a estabilidade da 

molécula, na sequência analisada. 

No domínio III em 46 posições (68,66%) os aminoácidos são conservados, sendo que 

em 21 posições (31,34%) são semiconservados (pertencem ao mesmo grupo) num total de 67 

aminoácidos (42,95%), e em 89 posições são variáveis o que corresponde a 57,05%.  Como 

no domínio I e II o grupo de aminoácidos não polares e alifáticos aparecem em maior número 

22 que representa 47,83% dos aminoácidos conservados idênticos e 11 (52,38%) 

semiconservados. O grupo de aminoácidos não carregados, mas polares, aparece em segundo 

lugar, com 6 (13,04%) aminoácidos idênticos e 10 (47.62%) semiconservados, como pode ser 

observado na Figura 9C que evidencia parte da sequência. Nas posições 3, 5 e 8, os aa são 
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idênticos ocorrendo a Isoleucina (I), Prolina (P) e Isoleucina (I), respectivamente, em todas as 

sequências avaliadas.  

O domínio II apresenta o menor número de aminoácidos conservados e 

semiconservados (49) quando comparado aos domínios I (75) e III (67) como apresentado da 

na Tabela 7.  

Na Figura 10 são apresentados um resumo das comparações das análises dos 3 

domínios para as sequências (LC e C, LC e L) quanto à similaridade e variabilidade. 

Figura 9 - Alinhamento aminoácidos idênticos e semiconservados do grupo de genes cuja proteína CRY é 

tóxica para insetos das ordens Lepidóptera e Coleóptera com o grupo das Lepidópteras. 

A – DOM I B – DOM II C – DOM III 

   

 

Tabela 7 – Resumo das análises dos 3 domínios para as sequências (LC e C, LC e L) quanto à 

similaridade e variabilidade 
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Figura 10:  Comparação dos aminoácidos nos 3 domínios para as sequências (LC e C, LC e L) quanto à 

similaridade e variabilidade. 
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A Tabela 8 apresenta as comparações das sequências por pares após a realização dos 

alinhamentos múltiplos estruturais.  Foram alinhadas 3 sequências de genes cuja toxina ataca 

insetos das ordens Lepidóptera/Coleóptera (CRY1Ia1), Lepidóptera (CRY1Fa1) e Coleóptera 

(CRY7Aa1) para posterior análise de sua estrutura secundária. Esta análise indica que quando 

comparadas as sequências dos domínios individualmente os genes CRY1Fa1 e CRY7Aa1, 

cuja toxina ataca insetos da ordem Lepidóptera e Coleóptera respectivamente, observou-se 

que os 3 domínios são menos conservados.  Da comparação dos aminoácidos de CRY1Ia1 e 

CRY1Fa1comCRY1Ia1 e CRY7Aa1 são iguais no domínio I 63,63% do total de aminoácidos 

conservados; no domínio II é mais conservado 51,43% para a comparação do gene CRY1Ia1 

e CRY7Aa, e no Domínio III a comparação do gene CRY1Ia1 e CRY1Fa1, cuja toxina ataca 

insetos da ordem Lepidóptera/Coleóptera e Lepidóptera é mais conservado (74,12%).  Um 

trabalho de BOONSERM et al. (2005), que comparou toxinas CRY exibindo atividades 

específicas contra Lepidóptera (CRY1Aa), Coleóptera (CRY3Aa), Lepidóptera/Díptera 

(CRY2Aa) e Díptera (CRY4Ba) os resultados mostraram que se compararmos os 3 domínios 

coletivamente ou separados a CRY1Aa e a CRY3Aa são mais semelhantes; e a CRY4Ba é 

mais semelhante com a CRY1Aa do que com a CRY3Aa; e a CRY2Aa é a mais distinta das 

outras. Os resultados da comparação da proteína de Lepidóptera com a proteína de Coleóptera 

estão de acordo com os resultados apresentados neste trabalho. 

Os resultados apresentados indicam que o domínio II é o que apresenta a maior 

diversidade de sequência, refletido na menor similaridade observada, com valores entre 37 e 

51%.  Como já descrito o modo de ação das toxinas depende da ligação à receptores e 
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considerando que diferentes insetos podem ter receptores diferentes espera-se que as proteínas 

tenham sequências também diferentes no domínio II que é onde ocorre a ligação 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 divergências de sequência no domínio II observadas suportam a 

hipótese de que esse domínio é determinante a especificidade da toxina. O domínio III foi 

para as 3 sequências avaliadas o que apresentou maior similaridade de sequência com valores 

entre 58 e 74% de aminoácidos conservados. Os valores encontrados nesta análise são 

superiores aos reportados por Grochulsk et al. (1995), que observou uma similaridade de 41% 

entre as sequências do domínio III referentes aos genes CRY1A(a) e CRY3A cuja toxina é 

tóxica para insetos das ordens Lepidóptera e Coleóptera respectivamente.  

O Domínio I apresentou alta similaridade entre as sequências com valores entre 58 e 

63%.  A alta similaridade observada neste domínio pode estar relacionada à sua função, pois 

considerando que esse domínio está envolvido na formação de poros na membrana e que 

ocorrem apenas após a ligação da proteína aos receptores faz sentido que sejam mais 

conservadas durante a evolução (CRICKMORE, 2000; WU et al., 2007). 
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Tabela 8 -  Múltiplo alinhamento da sequência de aminoácidos de 3 genes CRY 

  CRY1Fa1 CRY7Aa1 

 Resíduos Conservados 
% 

 
SC 

% 

 
Total % total Conservados 

% 

 
SC 

% 

 
Total % total 

CRY1Ia1              

Total dom 573             

Domínio I 220 90 40,90 50 22,73 140 63,63 99 45,00 41 18,63 140 63,63 

Domínio II 210 54 25,71 39 18,57 93 44,28 65 30,95 43 20,47 108 51,43 

Domínio III 143 83 58,04 23 16,08 106 74,12 62 43,36 33 23,08 95 66,43 

CRY1Fa1              

Total dom 558             

Domínio I 218       84 38,53 40 18,34 128 58,71 

Domínio II 197       38 19,29 36 18,27 74 37,56 

Domínio III 143       51 35,66 32 22,37 83 58,04 

CRY7Aa1              

Total dom 569             

Domínio I 222             

Domínio II 201             

Domínio III 146             
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7.2 CONSTRUÇÃO DE ÁRVORES FILOGENÉTICAS 

 

A fim de confirmar se as sequências de proteínas se aguparam de acordo com as suas 

respectivas ordens foi realizada uma análise filogenética das sequências dos aminoácidos 

pelos domínios (I, II, III) obtidas através do método Neighbor-joining.  Árvores filogenéticas 

foram obtidas através do método de UPGMA e como primeira observação podemos afirmar 

que as sequências ficaram bem definidas quanto à ordem de insetos.  

 Na árvore gerada pelas sequências do domínio I observa-se que as sequências  foram 

agrupadas em dois grandes grupos, um grupo contendo  8 sequências de genes cuja proteína é 

tóxica para insetos das ordens Lepidpóptera e Coleóptera; 8 sequências da ordem Coleóptera e 

4 sequências da ordem Lepidóptera, evidenciando sua semelhança em nível de sequência 

primária. Outro grupo formado inclui apenas 19 sequências (82,61%) cuja toxina é especifica 

para insetos da ordem Lepidóptera. Esses dois grandes grupos são compostos por 2 subgrupos 

que contem sequências da mesma sub classe. Por exemplo grupo 1 apresenta dois subgrupos 

um que engloba as sequências tóxicas para Lepidópteros/Coleópteros e as específicas para 

Lepidópteros, enquanto, outro subgrupo engloba apenas as sequências específicas para 

Coleópteros. Enquanto no grupo 2 encontram-se apenas as sequências especificas para 

lepidópteros, embora também divididas em dois subgrupos.   

As semelhanças e diferenças entre as sequências pode ser a resposta a especificidade 

das proteínas. Algumas sequências de genes que resultam em proteínas específicas são mais 

próximas das sequências que produzem proteínas não específicas (Figura 6).    

A mesma estrutura de agrupamento se verifica na árvore gerada pelo alinhamento das 

sequências do domínio II, apresentada na Figura 7.  A semelhança na sequência primária do 

domínio II de quatro genes que codificam proteínas específicas para lepidópteros é maior que 

as outras 19 que se agruparam num grupo diferente quando comparadas com as sequências 

que produzem uma proteína não específica para a ordem.   
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Figura 11 - Filogenia obtida pelo método de Neighbor Joining, relativa às 39 sequências referentes ao domínio I: 

8 sequências das ordens Lepidóptera/Coleóptera, 23 sequências da ordem Lepidóptera e 8 sequências da ordem 

Coleóptera. O valor de bootstrap é 1000. 

Lc - Lepidópera/Coleóptera       L - Lepidóptera        C - Coleóptera 

 

 cry1Ia1_gi|40290:60-280_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia3_gb|AAC36999.1|:60-280_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia14_gb|ACG63871.1|:60-280_Cry1Ia_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia11_gi|32260894:60-280_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia2_gb|AAA22354.1|:60-280_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia5_gi|1621216:60-280_Bt_toxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia12_gb|AAV53390.1|:60-280_delta_endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ib3_gb|ACD75515.1|:60-280_Cry1Ib-type_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ba1_gi|580949:51-273_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ba5_gb|ABO20894.1|:51-273_insecticidal_protein_Cry1Ba5_Bacillus_thuringiensis

 cry1Bb1_gb|AAA22344.1|:56-278_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Bc1_gi|565394:56-278_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa1_gb|AAA22336.1|:74-298_delta-endotoxin_partial_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa12_gb|ABY49136.1|:66-290_Cry3A_Bacillus_thuringiensis_serovar_tenebrionis

 cry3Aa3_gi|40253:66-290_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa5_gb|AAA50255.1|:66-290_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni

 cry3Aa2_gb|AAA22541.1|:66-290_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa4_gb|AAA22542.1|:66-290_insect_control_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa6_gb|AAC43266.1|:66-290_CryIIIA_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa7_gi|4688623:74-298_Cry3Aa_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca5_gi|1234884:35-253_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca6_gb|AAF37224.1|AF215647_1:35-253_toxin_Cry1Ca6_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca8_gb|AAM00264.1|AF362020_1:35-253_insecticidal_protein_Cry1Ca_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca9_gb|AAL79362.1|:35-253_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca3_gb|AAA22343.1|:35-253_cryIC(b)_Bacillus_thuringiensis

 cry1Gb1_gb|AAD10291.1|:34-248_insecticidal_crystal_protein_CryH2_Bacillus_thuringiensis_serovar_wuhanensis

 cry1Gb2_gb|AAO13756.1|AF288683_1:34-248_delta-endotoxin_Cry1_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea1_gi|40257:36-253_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea7_gb|AAW72936.1|:36-253_insecticidal_delta_endotoxin_CryIEa_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea2_gi|40282:36-253_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea3_gb|AAA22345.1|:36-253_cryIE(a)_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea6_gb|AAL50330.1|AF202531_1:36-253_Cry032_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fa1_gb|AAA22348.1|:34-252_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fa2_gb|AAA22347.1|:34-252_cryIF_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb2_gi|2982744:34-251_CryINA67-1_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb1_gi|295866:34-251_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb7_gb|ACD50893.1|:34-249_Cry1F_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb3_gb|AAF21767.1|AF062350_1:34-251_crystal_protein_Cry1Fb_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni

 cry1Fb5_gb|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 às 39 sequências referentes ao domínio II: 

8 sequências das ordens Lepidóptera/Coleóptera, 23 sequências da ordem Lepidóptera e 8 sequências da ordem 

Coleóptera. O valor de bootstrap é 1000. 

Lc - Lepidópera/Coleóptera       L - Lepidóptera        C - Coleóptera 
 

 cry1Ia1_gi|40290:287-497_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia14_gb|ACG63871.1|:287-497_Cry1Ia_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia2_gb|AAA22354.1|:287-497_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia3_gb|AAC36999.1|:287-497_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia5_gi|1621216:287-497_Bt_toxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia11_gi|32260894:287-497_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia12_gb|AAV53390.1|:287-497_delta_endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ib3_gb|ACD75515.1|:287-497_Cry1Ib-type_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ba1_gi|580949:278-489_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ba5_gb|ABO20894.1|:278-489_insecticidal_protein_Cry1Ba5_Bacillus_thuringiensis

 cry1Bb1_gb|AAA22344.1|:283-495_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Bc1_gi|565394:283-495_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa2_gb|AAA22541.1|:295-499_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa3_gi|40253:295-499_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa1_gb|AAA22336.1|:303-507_delta-endotoxin_partial_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa4_gb|AAA22542.1|:295-499_insect_control_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa5_gb|AAA50255.1|:295-499_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni

 cry3Aa6_gb|AAC43266.1|:295-499_CryIIIA_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa7_gi|4688623:303-507_Cry3Aa_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa12_gb|ABY49136.1|:295-499_Cry3A_Bacillus_thuringiensis_serovar_tenebrionis

 cry1Ca5_gi|1234884:261-457_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca8_gb|AAM00264.1|AF362020_1:261-457_insecticidal_protein_Cry1Ca_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca6_gb|AAF37224.1|AF215647_1:261-457_toxin_Cry1Ca6_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca9_gb|AAL79362.1|:261-457_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca3_gb|AAA22343.1|:261-457_cryIC(b)_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea1_gi|40257:258-454_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea2_gi|40282:258-454_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea3_gb|AAA22345.1|:258-454_cryIE(a)_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea7_gb|AAW72936.1|:258-454_insecticidal_delta_endotoxin_CryIEa_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea6_gb|AAL50330.1|AF202531_1:258-454_Cry032_Bacillus_thuringiensis

 cry1Gb1_gb|AAD10291.1|:253-449_insecticidal_crystal_protein_CryH2_Bacillus_thuringiensis_serovar_wuhanensis

 cry1Gb2_gb|AAO13756.1|AF288683_1:253-449_delta-endotoxin_Cry1_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fa1_gb|AAA22348.1|:257-454_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fa2_gb|AAA22347.1|:257-454_cryIF_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb3_gb|AAF21767.1|AF062350_1:257-454_crystal_protein_Cry1Fb_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni

 cry1Fb1_gi|295866:257-454_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb7_gb|ACD50893.1|:257-454_Cry1F_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb2_gi|2982744:257-454_CryINA67-1_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fb5_gb|AAO13295.1|AF336114_1:257-454_crystal_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis  

  

 O alinhamento das sequências do domínio III, no entanto, produziram um 

agrupamento bastante diferente (Figura 8). Dois grupos foram formados um contendo apenas 

as sequências que codificam toxinas específicas para coleópteros e outro contendo  todas as 

sequências cuja toxina ataca  especificamente lepidópteros e lepidópteros/coleópteros, embora 

as sequências de lepidóptero tenham se subdividio em dois sub grupos. Estranhamente as 

sequências de coleóptero que se apresentarm semelhantes as sequências de lepidópteroe 

coleóptero quando do alinhamento I e II e no alinhamento do dominio III agruparam-se 

separadamente das demais, evidenciando uma grande diferença na sequência primaria da 

proteína.  

L/C 

L 

C 

L 
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Figura 13 - Filogenia obtida pelo método de Neighbor Joining, relativa às 39 sequências referentes ao domínio 

III: 8 sequências das ordens Lepidóptera/Coleóptera, 23 sequências da ordem Lepidóptera e 8 sequências da 

ordem Coleóptera. O valor de bootstrap é 1000. 

Lc - Lepidópera/Coleóptera       L - Lepidóptera        C - Coleóptera 

 

‘

 cry1Fb1_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

 cry1Fb3_gb|AAF21767.1|AF062350_1:457-598_crystal_protein_Cry1Fb_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni

 cry1Bb1_gb|AAA22344.1|:498-639_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Bc1_gi|565394:498-639_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Gb1_gb|AAD10291.1|:452-594_insecticidal_crystal_protein_CryH2_Bacillus_thuringiensis_serovar_wuhanensis

 cry1Gb2_gb|AAO13756.1|AF288683_1:452-594_delta-endotoxin_Cry1_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ib3_gb|ACD75515.1|:500-643_Cry1Ib-type_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia2_gb|AAA22354.1|:500-643_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia11_gi|32260894:500-643_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia12_gb|AAV53390.1|:500-643_delta_endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia14_gb|ACG63871.1|:500-643_Cry1Ia_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia5_gi|1621216:500-643_Bt_toxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ia1_gi|40290:500-643_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Ia3_gb|AAC36999.1|:500-643_insecticidal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_kurstaki

 cry1Fa1_gb|AAA22348.1|:457-600_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Fa2_gb|AAA22347.1|:457-600_cryIF_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ba1_gi|580949:492-635_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ba5_gb|ABO20894.1|:492-635_insecticidal_protein_Cry1Ba5_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca3_gb|AAA22343.1|:460-613_cryIC(b)_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca9_gb|AAL79362.1|:460-613_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca5_gi|1234884:460-613_delta-endotoxin_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca8_gb|AAM00264.1|AF362020_1:460-613_insecticidal_protein_Cry1Ca_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ca6_gb|AAF37224.1|AF215647_1:460-613_toxin_Cry1Ca6_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea2_gi|40282:457-598_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea6_gb|AAL50330.1|AF202531_1:457-598_Cry032_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea1_gi|40257:457-598_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea3_gb|AAA22345.1|:457-598_cryIE(a)_Bacillus_thuringiensis

 cry1Ea7_gb|AAW72936.1|:457-598_insecticidal_delta_endotoxin_CryIEa_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa1_gb|AAA22336.1|:510-651_delta-endotoxin_partial_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa2_gb|AAA22541.1|:502-643_insecticidal_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa3_gi|40253:502-643_unnamed_protein_product_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa5_gb|AAA50255.1|:502-643_crystal_protein_Bacillus_thuringiensis_serovar_morrisoni

 cry3Aa7_gi|4688623:510-651_Cry3Aa_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa12_gb|ABY49136.1|:502-643_Cry3A_Bacillus_thuringiensis_serovar_tenebrionis

 cry3Aa4_gb|AAA22542.1|:502-643_insect_control_protein_Bacillus_thuringiensis

 cry3Aa6_gb|AAC43266.1|:502-643_CryIIIA_Bacillus_thuringiensis
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7.3 ANÁLISE DAS ESTRUTURAS SECUNDÁRIAS DAS SEQUÊNCIAS DE 

PROTEÍNAS 

 

A predição foi realizada utilizando o programa PSIPRED, das estruturas secundárias 

de seis sequências inteiras CRY1Ia1, CRY1Ib3, CRY1Fa1, CRY9Ba1, CRY7Aa1 e 

CRY3Aa1; duas sequências cujas toxinas são específicas da ordem Lepidóptera e Coleóptera, 

duas sequências da ordem Lepidóptera e duas sequências apenas para a ordem Coleóptera 

respectivamente os resultados obtidos estão apresentados nas Figuras 14,15,16,17,18 e 19. 
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Figura 14 -  Predição da estrutura secundária da sequência CRY1Ia1. Representação gráfica da estrutura secundária predita da sequência CRY1Ia1 utilizando o programa 

PSIPRED que considera os níveis de confiança de predição (Conf). 
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Figura 15  - Predição da estrutura secundária da sequência CRY1Ib3. Representação gráfica da estrutura secundária predita da sequência CRY1Ib3 utilizando o programa 

PSIPRED que considera os níveis de confiança de predição (Conf). 
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Figura 16 - Predição da estrutura secundária da sequência CRY1Fa1. Representação gráfica da estrutura secundária predita da sequência CRY1Fa1 utilizando o programa 

PSIPRED que considera os níveis de confiança de predição (Conf). 
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Figura 16 - Continuação 
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Figura 17 - Predição da estrutura secundária da sequência CRY9Ba1. Representação gráfica da estrutura secundária predita da sequência CRY9Ba1 utilizando o programa 

PSIPRED que considera os níveis de confiança de predição (Conf). 
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Figura 17 - Continuação 
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Figura 18 -Predição da estrutura secundária da sequência CRY7Aa1 Representação gráfica da estrutura secundária predita da sequência CRY7Aa1 utilizando o programa 

PSIPRED que considera os níveis de confiança de predição (Conf). 

 

 
 

Figura 18 - Continuação 
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Figura 19 - Predição da estrutura secundária da sequência CRY3Aa1. Representação gráfica da estrutura secundária predita da sequência CRY3Aa1 utilizando o programa 

PSIPRED que considera os níveis de confiança de predição (Conf). 
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Um resumo desta predição está apresentado na Tabela 9. Quando se compara o 

número de alfa hélices encontradas no domínio I verifica-se que a sequência CRY3Aa1 cuja 

toxina é específica da ordem Coleóptera apresenta 8 alfas hélices enquanto as demais 

sequências apresentam 7. Percebe-se que na sequência CRY3Aa1 na posição 288 aparece um 

aminoácido Treonina (T) fazendo com que a alfa hélice se dividisse nas demais sequências 

nessa posição ocorre uma metionina. Metionina é codificada por ATG e treonina por ACG, é 

possível que tenha havido uma troca de nucleotídeo C por T na segunda posição, que 

configuraria uma mutação ou que essa diferença seja apenas um erro de sequenciamento uma 

vez que a sequência foi retirada do site e não foi realizado novo sequenciamento. 

No domínio II, nas sequências cujas toxinas são específicas da ordem Lepidóptera e 

Coleóptera na CRY1Ia1 e CRY1Ib3 ocorrem 9 e 10 folhas beta (β) e ainda 1 e 2 alfa hélices 

(α) respectivamente; nas sequências cuja toxinas são específicas da ordem Lepidóptera na 

CRY1Fa1 e CRY9Ba1 ocorreram 12 e 10 folhas beta (β) e também 2 e 1 alfa hélices (α) 

respectivamente; e nas sequências cuja toxinas são específicas da ordem Coleóptera na 

CRY7Aa1 e CRY3Aa1 ocorreram 10 e 8 folhas beta (β) e uma alfa hélice (α) nas duas  

sequências; no domínio III somente a sequência CRY7Aa1 cuja toxina é específica da ordem 

coleóptera ocorreu 11 folhas beta e nas outras sequências ocorreram 12 folhas beta (β).  

Quando os dados de predição de estrutura da proteína CRY1Fa1 são comparados com 

a estrutura terciária da proteína CRY1Aa1, obtida por cristalografia (GROCHULSKI et al., 

1995), verifica-se que elas apresentam não apresentam o mesmo número de alfa hélices; 

CRY1Aa1 apresenta 8 alfas hélices (α) no domínio I, e ainda apresentam diferenças no 

número de estruturas nos domínios II e III.   

No domínio II a proteína CRY1Fa1 apresenta 2 alfa hélice e 12 folhas Beta, enquanto 

que no Domínio III apresenta 12 folhas beta. A proteína CRY1Aa1, por sua vez, apresenta 2 

alfas hélice e 11 e 14 folhas beta para os domínios II e III respectivamente. Considerando-se 

que ambas produzem toxina específica para Lepidóptera, esperava-se que o número de 

estruturas fosse idêntico em ambas proteínas. No entanto, há que se considerar o método 

utilizado na obtenção dos dados. 
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Tabela 9- Estruturas secundárias alfa hélices (α) e folhas beta (β) determinadas para os genes CRY1Ia1, 

CRY1Ib3, CRY1Fa1, CRY9Ba1, CRY7Aa1 e CRY3Aa1. 

Genes Ordem Domínio I Domínio II Domínio III 

Nº aa Alfa Beta Nº 

aa 

Alfa Beta Nº 

aa 

Alfa Beta 

CRY1Ia1 Lepidóptera/Coleóptera 

Lepidóptera/Coleóptera 

241 7 - 210 1 9 147 - 12 

CRY1Ib3 241 7  211 2 10 147  12 

CRY1Fa1 Lepidóptera 219 7 - 198 2 12 147 - 12 

CRY9Ba1 Lepidóptera 228 7  221 1 10 146  12 

CRY7Aa1 Coleóptera 224 7 - 202 1 10 149 - 11 

CRY3Aa1 Coleóptera 225 8  205 1 8 143  12 

 

Após a predição da estrutura secundária foi realizado o alinhamento das sequências de 

aminoácidos para os seis (6) genes avaliados nos três domínios. Os resultados estão 

apresentados nas Figuras 20A, B e C. Observou-se nesta comparação que em apenas 3 

posições os aminoácidos são conservados e em 16 posições semiconservadas; evidenciando a 

baixa similaridade entre as sequências.  Vale considerar que as sequências de aminoácidos das 

diferentes estruturas também divergem em número.  

Duas das 3 posições conservadas e 15 das semiconservadas encontram-se no Domínio 

I (Figura 20A), sendo este o domínio mais conservado entre os três o mesmo ocorreu quando 

se avaliou 39 sequências distintas (Tabela 2), considerando a função atribuída a esse domínio, 

envolvimento na formação 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 sequências apresentam números de aminoácidos diferentes e ainda 

aminoácidos pertencentes a diferentes grupos. Como exemplo na alfa hélice 2 para as 

sequências CRY1Fa1 e CRY7Aa1 apresentam 12 aminoácidos; CRY1Ia1, CRY1Ib3 e CRY 

9Ba1 apresentam um aminoácido a mais uma Glicina (G); e CRY3Aa1 apresenta 11 

aminoácidos (Figura 15A).  

Também foram observadas trocas de aminoácidos entre as sequências pertencentes a 

alfa hélice 2. Os genes cuja toxina atua sobre Coleópteros e sobre Lepidópteros/Coleópteros 

apresentam na oitava posição uma Tirosina (Y), enquanto os genes cuja toxina é específica 

para lepidópteros apresenta uma Leucina (L) (Figura 20A).  A troca de um aminoácido 

aromático por um alifático não polar manteve a cadeia hidrofóbica, porém mais instável e 

com maior probabilidade de se ligar a outros aminoácidos (LEHNINGER, NELSON e COX, 

2007). Considerando-se as alterações observadas nas alfas hélices 5 e 6, nas posições 4, 10 e 9 

e 28, respectivamente, verifica-se quanto ao tipo de aminoácido uma similaridade entre os 

genes CRY1Ia1 e CRY1Ib3, posto que o mesmo aminoácido está presente nesta posição 

(Tirosina na posição 4 e histidina na posição 10), enquanto nos genes CRY1Fa1, CRY9Ba1, 
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CRY7Aa1 e CRY3Aa1 nas mesmas posições apresentam aminoácidos da mesma classe. A 

presença nesta posição de aminoácidos de classes tão distintas: aromáticos e positivamente 

carregados podem conferir características diferentes às proteínas que elas codificam, uma vez 

que os aminoácidos diferem não somente pela polaridade, mas também pelo tamanho de suas 

moléculas. O mesmo ocorrendo na alfa hélice 6, verifica-se que os aminoácidos pertencem ao 

mesmo grupo entre os genes CRY7Aa1 e CRY3Aa1 enquanto que para os genes CRY1Ia1, 

CRY1Ib3, CRY1Fa1 e CRY 9Ba1 apresentam aminoácidos de outro grupo.  

Alterações de aminoácidos nesta região também tem sido associada a toxicidade. 

Tiewsiri e Angsuhanasombar (2007) promoveram a substituição por Alanina (A) em 4 

resíduos aromáticos altamente conservados, W243, F246 e Y249 e F264 presentes na alfa 

hélice 7 (domínio I) da toxina CRY4B cuja toxina ataca insetos da ordem díptera, o que 

resultou em uma diminuição na toxicidade contra o mosquito Stegomyia aegypti. Nossas 

análises possibilitaram a identificação das seguintes substituições: na posição 243 os 

aminoácidos 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 (I) e Glutamato (E), respectivamente para às ordens LC, L e C.  Sendo que essas 

posições foram encontradas nas alfas 6, 7 e nos loops 6 e 7 o que não aconteceu no trabalho 

de Tiewsiri e Angsuhanasombar (2007). Observou-se também que a Alanina (A) somente 

ocorreu na posição 243 da ordem Lepidóptera de apenas uma sequência (CRY1Fa1).   

As sequências dos domínios II e III são as mais divergentes como já havíamos 

determinado no alinhamento das sequências (Tabela 3). No Domínio II apenas um 

aminoácido é idêntico e nenhum semiconservado entre as diferentes estruturas em folhas beta 

(Figura 20B). Considerando a função atribuída a esse domínio, ligação a receptores, a 

divergência de sequência 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 domínio II foram encontrados na terceira 

posição somente aminoácidos do grupo Não Polares e Alifáticos para os genes cujas toxinas 

específicas para lepidópteros/coleópteros e lepidópteros e nesta mesma posição nas folhas 

beta 2 e 3  houve a troca por aminoácidos aromáticos portanto ocorreu o aumento na cadeia 

composta, tornando-se mais estável e mais apolar e na folha beta 4 por aminoácidos não 

carregados, mas polares portanto tornou-se mais hidrofílica, mais solúvel em água, pois 

apresentam grupos funcionais que formam pontes de hidrogênio com a água. 
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No Domínio III apenas um aminoácido é semiconservado e nenhum idêntico entre as 

diferentes estruturas em folhas beta. Na folha beta 1 (Figura 20C) do domínio III foi 

encontrado na segunda posição somente aminoácidos do grupo Não Carregados, mas polares 

para os genes cuja toxinas específicas para lepidópteros/coleópteros e coleópteros e nesta 

mesma posição houve a troca por aminoácidos Alifáticos, não Polares para os genes toxinas 

específicas para lepidópteros atribuindo características mais hidrofóbicas e o aumento na 

estabilização das estruturas das proteínas pela promoção de interações hidrofóbicas no seu 

interior e na folha beta 6 (Figura 20C) encontrado na quinta e sétima posições somente 

aminoácidos do grupo Carregados Positivamente, para os genes cuja toxinas específicas para 

lepidópteros/coleópteros e lepidópteros e nestas mesmas posições houve a troca por 

aminoácidos Alifáticos, não Polares para os genes toxinas específicas para coleópteros, 

tornando se mais hidrofóbica sendo atraída por moléculas sem carga. Considera-se que esse 

domínio está fortemente envolvido com a estabilidade estrutural da proteína (BRAVO, et al., 

2005). 
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Figura 20 -  Identificação da estrutura secundária por domínio 

A - Domínio I 

 

Cry1Ia1 6 0 I Q T G I G I A G K I L G 72 73 T L G V P F 78

Cry1Ib3 6 0 I Q T G I G I A G K I L 71 72 G T L G V P F 78

Cry1Fa1 3 4 L D I S L S L T R F L L S 46 47 E F V P 50

Cry9Ba1 45 L Q T G I D I V A V V V G 57 58 A L G G P V 63

Cry7Aa1 59 I N T V V S V T G A T L S A # 73 L G V P G 77

Cry3Aa1 74 I Q K G I S V V G D L L 85 86 G V V G F P F 92

: : : : : :

Cry1Ia1 79 A G Q V A S L Y S F I L G 91 92 E L W P K G 97

Cry1Ib3 79 A G Q I A S L Y S F I L G 91 92 E L W P K G 97

Cry1Fa1 51 G V G V A F G L F D L I 62 63 W G F I T P 68

Cry9Ba1 6 4 G G I L T G F L S T L F G 76 77 F L W P S N D 83

Cry7Aa1 78 A S F I T N F Y L K I A 89 90 G L L W P E N 96

Cry3Aa1 9 3 G G A L V S F Y T N F 103 # L N T I W P S E D 112

: :

Cry1Ia1 9 8 K N Q W E I F M E H V E E I I N Q K I S T Y A R N K A L T D L K G L G D A L A V Y H D S L E S W V 146

Cry1Ib3 9 8 K S Q W E I F M E H V E E I I N Q K I L T Y A R N K A L S D L R G L G D A L A V Y H E S L E S W V E 147

Cry1Fa1 6 9 S D W S L F L L Q I E Q L I E Q R I E T L E R N R A I T T L R G L A D S Y E I Y I E A L R E W E A 117

Cry9Ba1 8 4 Q A V W E A F I E Q M E E L I E Q R I S D Q V V R T A L D D L T G I Q N Y Y N Q Y L I A L K E W E 132

Cry7Aa1 97 G K I W D E F M T E V E A L I D Q K I E E Y V R N K A I A E L D G L G S A L D K Y Q K A L A D W L 145

Cry3Aa1 113 P W K A F M E Q V E A L M D Q K I A D Y A K N K A L A E L Q G L Q N N V E D Y V S A L S S W Q K 160

:

Cry1Ia1 147 G N R N N 151 152 T R A R S V V K S Q Y I A L E L M F V Q K 172

Cry1Ib3 148 N R N N 151 152 T R A R S V V K N Q Y I A L E L M F V Q K 172

Cry1Fa1 118 N P N N 121 122 A Q L R E D V R I R F A N T D D A L I T A 142

Cry9Ba1 133 E R P N G 137 138 V R A N L V L Q R F E I L H A L F V S 156

Cry7Aa1 146 G K Q D D 150 151 P E A I L S V A T E F R I I D S L F E F S 171

Cry3Aa1 161 N P V S S R N P H S # 171 Q G R I R E L F S Q A E S H F R N #

:

loop1

loop2

loop3

α1

α4

α2

α3
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Figura 20 A - continuação 

Cry1Ia1 173 L P S F A V S G E E V P L 185 186 L P I Y A Q A A N L H L L L L R D A S I 205

Cry1Ib3 173 L P S F A V S G E E V P L 185 186 L P I Y A Q A A N L H L L L L R D A S I F 206

Cry1Fa1 143 I N N F T L T S F E I P 154 155 L L S V Y V Q A A N L H L S L L R D A V S F 176

Cry9Ba1 157 S M P S F G S G P G S Q R F Q 171 172 A Q L L V V Y A Q A A N L H L L L L A D A E K Y G 196

Cry7Aa1 172 M P S F K V T G Y E I P 183 184 L L T V Y A Q A A N L H L A L L R D S T L 204

Cry3Aa1 188 S M P S F A I S G Y E 198 199 V L F L T T Y A Q A A N T H L F L L K D A Q I Y 222

: : * *

Cry1Ia1 20 6 F G K E W G L S 213 214 S S E I S T F Y N R Q V E R A G D Y S Y H C V K W Y S T G L N N 245

Cry1Ib3 207 G K E W G L S 213 214 A S E I S T F Y N R Q V E R T R D Y S D H C I K W Y N T G L N N 245

Cry1Fa1 177 G Q G W G L D 183 184 I A T V N N H Y N R L I N L I H R Y T K H C L D T Y N Q G L E N L 216

Cry9Ba1 197 A R W G L R E 2 0 3 2 0 4 S Q I G N L Y F N E L Q T R T R D Y T N H C V N A Y N N G L A 234

Cry7Aa1 205 Y G D K W G F T Q 213 214 N N I E E N Y N R Q K K R I S E Y S D H C T K W Y N S G L S 243

Cry3Aa1 22 3 G E E W G Y E 2 2 9 2 3 0 K E D I A E F Y K R Q L K L T Q E Y T D H C V K W Y N V G L D K 261

: : :

Cry1Ia1 24 6 L R G T N 250 251 A E S W V R Y N Q F R R D M T L M V L D L V A L 274

Cry1Ib3 24 6 L R G T N A 251 252 K S W V R Y N Q F R K D M T L M V L D L V A 273

Cry1Fa1 217 R G T N 220 221 T R Q W A R F N Q F R R D L T L T V L D I V A 243

Cry9Ba1 235 G L R G T S A 2 4 1 2 4 2 E S W L K Y H Q F R R E A T L M A M D L I A L 264

Cry7Aa1 24 4 R L N G S T 2 4 9 250 Y E Q W I N Y N R F R R E M I L M A L D L V A V 273

Cry3Aa1 26 2 L R G S S 2 66 267 Y E S W V N F N R Y R R E M T L 282

: : :

Cry1Ia1 275 F P S Y D T Q M Y P I K T 287

Cry1Ib3 274 L F P S Y D T L V Y P I K 2 8 6

Cry1Fa1 24 4 L F P N Y D V R T Y P I Q 256

Cry9Ba1 265 F P Y Y N T R R Y P I A 276

Cry7Aa1 274 F P F H D P R R 281

Cry3Aa1 28 3 T 283 284 V L D L I A L 290 291 F P L Y D V R L Y P K E 302

loop 6

loop7

α7

α6

loop8

loop5

loop4 α5

α8  
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Figura 20  -  Identificação da estrutura secundária por domínio 

B - Domínio II 

Cry1Ia1 288 T A Q L 291 292 T R E V Y T 297

Cry1Ib3 288 T T S Q L T R 293 294 E V Y 296

Cry1Fa1 257 T S S Q L T 262 263 R E I Y T 26 7

Cry9Ba1 277 V N P Q L T 282 283 R E V Y T 28 7

Cry7Aa1286 T S T Q L T R 292 293 E V 294

Cry3Aa1303 V K T E L T R 309 310 D V L 312

Cry1Ia1 298 D A I G T V H P H P S F T S T T W Y N N N A P S 321

Cry1Ib3 29 7 T D A I G T V H P N Q A F A S T T W Y N N N A P S F 32 2

Cry1Fa1 268 S S V I E D S P V S A N I P N G 283

Cry9Ba1 288 D P L G V P S E E S S L F P E L R C L R W Q E T S A M T 315

Cry7Aa1 29 5 Y T D P V S L S I S N P D I G P S 311

Cry3Aa1 313 T D P I V G V N N L R G Y G T T F S N I E N Y I R K P H 33 9

:

Cry1Ia1 322 F S A I E 326 327 A A V V R N P H L L D F L E Q 341

Cry1Ib3 323 S A I E A 327 328 A V I R S P H L L D F L E K 34 1

Cry1Fa1 284 F N 285 286 R A E F G V R P P H L M D F M N S 30 2

Cry9Ba1 316 F S N L E N 321 322 A I I S S P H L F D T I N N 33 5

Cry7Aa1 312 F S Q 314 315 M E N T A I R T P H L V D Y L D 330

Cry3Aa1340 L F D Y 34 3 344 L H R 346

Cry1Ia1 342 V T I Y S L L 348 349 S R W S N T Q Y 356

Cry1Ib3 342 V T I Y S L 347 348 L S R W S N T Q Y 356

Cry1Fa1 303 L F V T A E T V R 311 312 S 312

Cry9Ba1 336 L M I Y T G S F 343 344 S V H L T N Q L 352

Cry7Aa1 33 1 E L Y I Y T S K Y 339 340 K A F S H E I Q P D 34 9

Cry3Aa1 34 7 I Q F H T R F 354 355 Q P G Y Y G N D S 363

Cry1Ia1 357 M N M W 36 0 36 1 G G 362

Cry1Ib3 357 M N M W 36 0 36 1 G G 362

Cry1Fa1 313 Q T V W 316 317 G G 318

Cry9Ba1 353 I E G W I G H S V T S S L 364 36 5 L A S G P 369

Cry7Aa1 350 L F Y W S A H K V S F K K 362 363 S E Q S N 367

Cry3Aa1364 F N Y W S G N Y V S T R 375 376 P S I G S N D 3 82

*

loop4

loop5

β2

β3

loop1 

loop2

α1 loop3

β1
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Figura 20B – continuação 

 

Cry1Ia1 363 H K L E F R T I 370 371 G G T 373

Cry1Ib3 363 H R L E S R P 3 6 9 370 I G G A L 374

Cry1Fa1 319 H L V S S R 324 325 N T A G N 329

Cry9Ba1 370 T T V L R 374 375 R N Y G S T T S 382

Cry7Aa1368 L Y T T 371 372 G I Y G K T S G Y I S S G 384

Cry3Aa1383 I I T 385 386 S P F Y G N K S S E P V Q N L E F N G E K 406

Cry1Ia1 374 L N I S T 378 379 Q G S T N T S I N P V T L P F T S R D 3 9 7

Cry1Ib3 375 N T S T 378 379 Q G S T N T S I N P 388

Cry1Fa1 330 R I N 333 3 3 4 F P S Y G V F N P G G A 3 4 4

Cry9Ba1 383 I V N Y F 38 6 387 S F N D R D V 394

Cry7Aa1 385 A Y S 387 3 8 8 F H G N D 392

Cry3Aa1 407 V Y R A V A N 413 414 T N L A V W P S A V Y S G V 427

Cry1Ia1 398 V Y R T E 40 2

Cry1Ib3 389 V T L Q 392

Cry1Fa1 345 I W I 347

Cry9Ba1 395 Y Q I N T 39 9

Cry7Aa1393 I Y R T 396

Cry3Aa1428 T K V E F S Q 4 3 4

Cry1Ia1 403 S L A G L N L F L T Q P V N G V P R 4 2 0

Cry1Ib3 393 F T S R D 39 7

Cry1Fa1 348 A D E D P R P 354

Cry9Ba1 400 R S H T G L G F Q N A P L F G 414

Cry7Aa1 397 L A A P 400

Cry3Aa1 435 Y N D Q T D E A S T Q T Y D S K R N V G A V S W D S I D Q L P P E T T D E P L E K G Y S H Q L N Y 483

Cry1Ia1 421 V D F H W K 426

Cry1Ib3 398 V Y R T E 40 2

Cry1Fa1 355 F Y R T L 359

Cry9Ba1 415 I T 416

Cry7Aa1 401 S V V V 404

Cry3Aa1484 V M C F L M 479

β7

loop6

loop7

loop8

β4

β5

β6
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Figura 20B – continuação 

Cry1Ia1 427 F V T H P I A S D N F Y Y P G Y A G I G T Q L Q D S E N E L P P E A T G Q P N Y E S Y S H R L S 474

Cry1Ib3 403 S W A G L N L F L T Q P V N G V P R V 421

Cry1Fa1 360 S D P 362

Cry9Ba1 417 R A 418

Cry7Aa1 405 Y P Y T Q N Y G 412

Cry3Aa1490 Q G S R G T 495

Cry1Ia1 478 H I G L I 479

Cry1Ib3 422 D F H W 425

Cry1Fa1 363 V F V 365

Cry9Ba1 419 Q F 420

Cry7Aa1 413 V E Q V E F Y G 42 0

Cry3Aa1496 I P V L T W T H 503

Cry1Ia1 480 S A S H V 484

Cry1Ib3 426 K F P T L P I A S D N F Y Y L G Y A G V G T 447

Cry1Fa1 366 R G G F G N P H 373

Cry9Ba1 421 Y P G G T Y S V T Q R N A L T C E Q N Y N S I D E L P S L D P N E P I S R S Y S 4 60

Cry7Aa1 421 V K G H 424

Cry3Aa1 504 K S V D F F 507

Cry1Ia1 485 K A L V Y S W T 49 2

Cry1Ib3 448 Q L 449

Cry1Fa1 374 Y V L 376

Cry9Ba1 461 H R L S H I T S 46 8

Cry7Aa1 425 V H 426

Cry3Aa1

Cry1Ia1 493 H R S A D 497

Cry1Ib3 450 Q D S E N E L P P E T T G Q P N Y E S Y S H R L S H I G L I S A S H V K #  

Cry1Fa1 377 G L 378

Cry9Ba1 469 Y L H R V L T I D G I N I Y S G N L P 487

Cry7Aa1 427 Y R G D N K Y D L T Y D S I D Q L P P D G E P I H E K Y T H R L C H A T A I F K S T P D Y D N A T 475

Cry3Aa1

loop11

β8

β9

loop9

loop10
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Figura 20B – continuação 

Cry1Ia1

Cry1Ib3 486 A L V Y S W T H 493 494 R S A D 437

Cry1Fa1 379 R G V A F 383 384 Q Q T G T N H 390 391 T R T F 394

Cry9Ba1 488 T Y V W T H 493 494 D V D L 497

Cry7Aa1 476 I P I F S W 481 482 T H R S A E 487

Cry3Aa1

Cry1Ia1

Cry1Ib3 395 R N S G T I D S L D E I P P Q D N S G A P W N D Y S H V L N H V T F V R W P G E I S G S D S W R A P 444

Cry1Fa1

Cry9Ba1

Cry7Aa1

Cry3Aa1

Cry1Ia1

Cry1Ib3 445 M F S W T 449 450 H R S A T 454

Cry1Fa1

Cry9Ba1

Cry7Aa1

Cry3Aa1

β12 loop14

loop12

loop13

β10 β11
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Figura 20  -  Identificação da estrutura secundária por domínio 

C - Domínio III 

 

Cry1Ia1 498 R T N T I E P N S I 507 508 T Q I 510 511 P L V K 514

Cry1Ib3 498 R T N T I E P N S 506 507 I T Q I 510 511 P L V 513

Cry1Fa1 455 P T N 457 458 T I 459 460 D P E R I T Q I P L V K 471

Cry9Ba1 499 T N 500 501 T I 502 503 T A D R 506

Cry7Aa1 489 Y N R I Y P N K 496 497 I T K I 500 501 P A V K M Y K L D D P S 512

Cry3Aa1 510 N M I D S K K I 517 518 T Q 519 520 L P L V K 524

:

Cry1Ia1 515 A F N 517 518 L S S G A 522 523 A V V R 526 527 G P G F T G G D 534

Cry1Ib3 514 K A F N 517 518 L S S G A 522 523 A V V R 526 527 G P G F T G G D 534

Cry1Fa1 472 A H T 474 475 L Q S G T 479 480 T V V R 483 484 G P G F T G G D 491

Cry9Ba1 507 I T Q L P 511 512 L V K 514 515 S F 516 517 E I P A G 521

Cry7Aa1 513 T V V K 516 517 G P G F T G G D 524 525 L V K R 528 529 G S T G Y 533

Cry3Aa1 525 A Y K 527 528 L Q S G A 532 533 S V V A 536 537 G P R F T G G D 544

:

Cry1Ia1 535 I L R R 538 539 T N T G T 543 544 F G D I R V N 550

Cry1Ib3 535 I L R R 538 539 T N T G T 543 544 F G D I R V N I 551

Cry1Fa1 492 I L R R 495 496 T S G G P 500 501 F A Y T I V N 507

Cry9Ba1 522 T T V V R 526 527 G P G F T G G D 534 535 I L R R 538

Cry7Aa1 534 I G D I K A T V 541 542 N S P L S 546 547 Q K Y R V R V R Y A T 557

Cry3Aa1 545 I I Q C 548 549 T E N G S 553 554 A A T I Y V T 560

Cry1Ia1 551 I N P P F A Q 557 558 R Y R V R I R Y A S 567 568 T T D L 571

Cry1Ib3 552 N P P F A Q 557 558 R Y R V R I R Y A S 567 568 T T D L Q 572

Cry1Fa1 508 I N G Q L P Q 514 515 R Y R A R I R Y A S 524 525 T T N L 528

Cry9Ba1 539 T G V G T 543 544 F G T I R V R T 551 552 T A P L T 556

Cry7Aa1 558 N V S 560 561 G Q F N V Y I 567 568 N D K 570

Cry3Aa1 561 P D V S Y S 566 567 Q K Y R A R I H Y A S 577 578 T S Q I 581

:

loop1 loop2

loop3 loop4

loop5

loop6 loop7

ß1

ß4 ß5

ß2

ß1

ß6  
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Figura 20C – continuação 

 

Cry1Ia1 572 Q F H T S I 577 578 N G K 580

Cry1Ib3 573 F H T S I 577 578 N G K 580

Cry1Fa1 529 R I Y V T V 534 535 A G 536

Cry9Ba1 557 Q R Y R I R F R F A S 567 568 T T N 570

Cry7Aa1 571 I T L Q T K F Q 578 579 N T V E T I G E G K D L T Y G S 594

Cry3Aa1 582 T F T L S L 587 588 D G A P F 592

Cry1Ia1 581 A I N Q G N F 587 588 S A T M N R G E D L D Y K T 601 602 F R T V G F T 608

Cry1Ib3 581 A I N Q G N F 587 588 S A T M N R G E D L D Y K T 601 602 F R T V G F 607

Cry1Fa1 537 E R I F A G Q F N 545 546 K T M D T G D P L T F Q S 558 559 F S Y A T I 564

Cry9Ba1 571 L F I G I R V 577 578 G D R Q V 582 583 N Y F D F 587

Cry7Aa1 595 F G Y I E 599 6 00 Y S 601 602 T T I Q 604

Cry3Aa1 593 N Q Y Y F D 598 599 K T I N K G D T L 6 07 608 T Y 609

Cry1Ia1 609 T 609 610 P F S F 613

Cry1Ib3 608 T T 609 610 P F S F 613

Cry1Fa1 565 N T 566 567 A F T 569

Cry9Ba1 588 G R T M N R G D E L R Y E S 601 602 F A T R E F T T D F N 612

Cry7Aa1 605 F P D E H P 611 612 K I T L H L S 618

Cry3Aa1 610 N S 611 612 F N L A S F S T P F E L 623

Cry1Ia1 614 L D V Q S 618 619 T F T I G A W N 62 6

Cry1Ib3 614 S D V Q S 618 619 T F T I G A W N 62 6

Cry1Fa1 570 F P M S Q S S 576 577 F T V G A D T 583

Cry9Ba1 613 F R Q P Q E 618 619 L I S V F A N A 62 6

Cry7Aa1 619 D L S N N S 624 625 S F Y V D S I E F I P 6 35

Cry3Aa1 624 S G N 626 627 N L Q I G V T G 63 4

:

Cry1Ia1 627 F S S G N 631 632 E V Y I D R I E F V P 6 42 64 3 V E 644

Cry1Ib3 627 F S S G N 631 632 E V Y I D R I E F V P 6 42 64 3 V E 644

Cry1Fa1 584 F S S G N 588 589 E V Y I D R F 595 596 E L I P V T 60 1

Cry9Ba1 627 F S A G Q 631 632 E V Y F D R I E I 64 0 6 41 I P V N 644

Cry7Aa1 636 V D 637

Cry3Aa1 635 L S A G D K 640 6 4 1 V Y I D K I E F I P 650 651 V N 652

loop12 loop13ß12

ß9

ß10

ß11

loop8

loop9

loop10

loop11

ß7

ß8
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Mohamed et al. (2010), comparando as sequências dos genes CRY1Ab, CRY3Aa e 

CRY4Ba, cuja toxina ataca as ordens Lepidóptera, Coleóptera e Díptera respectivamente, na 

região referente ao final domínio II e começo do domínio III indica divergências nas regiões 

que participam das estruturas β10 e β11, assim como, na região entre elas (loop 3). O tamanho 

das sequências referentes às β10 e β11, assim como, do loop entre elas diferem bastante entre 

a sequência do gene cuja toxina ataca lepidópteros CRY1Ab e CRY3A que ataca coleópteros, 

sendo que em CRY1Ab a folhas beta são menores quando comparadas com a sequência do 

gene cuja toxina ataca coleópteros. Nossos resultados em relação ao final do domínio II e 

começo do domínio III entre os 6 genes analisados, corroboram com os resultados reportados 

por Mohamed et al. (2010) a sequência dos genes CRY1Fa1 e CRY7Aa1 por exemplo 

referentes a β10 e β11 não tem o mesmo número de aminoácidos, e diferem no tamanho do 

loop entre elas. Segundo os autores essas divergências podem estar intimamente relacionadas 

a especificidade da toxina, pois esta região muito provavelmente é um sitio de ligação de 

receptor.  O que foi confirmado por Griko et al, (2007) que comprovou em experimentos de 

imunobloting a ligação da porção N terminal desta sequência (“NSSVSIIRAPMFSWIHR”) 

com o receptor BT-R1. Analisando a presença destes aminoácidos em nossas sequências 

verificamos que eles estão presentes nos 6 genes e são bem semelhantes; ocorrendo no início 

das 6 sequências sendo que em 3 posições ocorrem aminoácidos idênticos e em 4 posições 

semiconservados. Nossa análise também possibilitou a identificação de outra porção que 

embora altamente conservada (13 em 19 aa são conservados e ou semiconservados) no final 

apresentando divergências que podem estar relacionadas a especificidade das sequências 

(Figura 21).  

As divergências encontradas nesta análise que podem estar ligadas a especificidade da 

sequência foram: na décima quinta posição das sequências comparadas ocorre uma Treonina 

(T) que pertence ao grupo de aminoácidos não carregados, mas polares nas sequências cuja 

toxina ataca lepidópteros/coleópteros e lepidópteros enquanto que na ordem Coleóptera foi 

encontrada nesta posição aminoácidos do grupo aromáticos Fenilalanina (F) e Tirosina (Y) 

tornando essa porção da sequência mais hidrofóbica. Na posição vigésima segunda ocorre 

uma Serina (S) que pertencem ao grupo de aminoácidos não carregados, mas polares nas 

sequências cuja toxina ataca lepidópteros/coleópteros enquanto que nas outras sequências cuja 

toxina ataca lepidópteros e coleópteros foi encontrada nesta posição aminoácidos do grupo 

Carregados positivamente Arginina (R) e Lisina (K), tornando essa porção da sequência mais 

hidrofílica, com característica eletropositivas, sendo atraídas por moléculas eletronegativas.  

Outra diferença encontrada refere-se a trigésima nona posição onde se verifica a presença de 
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uma (A) Alanina do grupo Alifáticos, não polares nas sequências cuja toxina que ataca 

lepidópteros/coleópteros e uma Treonina (T) e Serina (S) do grupo Não Carregados, mas 

polares na mesma posição nas sequência do gene cuja toxina ataca lepidópteros e coleópteros, 

tornando essa porção da sequência mais hidrofílica, com característica eletropositivas, sendo 

atraídas por moléculas eletronegativas.  

 

Figura 21 Análise da Estrutura Secundária da região de β10 e β11 das 6 sequências 

Cry1Ia1 485 K A L V Y S W T H R S A D R T N T I E P N S I T Q I P L V K A F N L S S G A A V V R G P G F T G G D 534

Cry1Ib3 486 K A L V Y S W T H R S A D R T N T I E P N S I T Q I P L V K A F N L S S G A A V V R G P G F T G G D 535

Cry1Fa1 442 R A P M F S W T H R S A T P T N T I D P E R I T Q I P L V K A H T L Q S G T T V V R G P G F T G G D 491

Cry9Ba1 485 N L P T Y V W T H R D V D L T N T I T A D R I T Q L P L V K S F E I P A G T T V V R G P G F T G G D 534

Cry7Aa1 476 I I P I F S W T H R S A E Y Y N R I Y P N K I T K I P A V K M Y K L D D P S T V V K G P G F T G G D 525

Cry3Aa1 495 T I P V L T W T H K S V D F F N M I D S K K I T Q L P L V K A Y K L Q S G A S V V A G P R F T G G D 544

: : * * * : : * * * * : * : * * : : * * * * * * * * *  

  

Experimentos de metagênese sítio dirigida realizados na toxina codificada por CRY1A 

demonstraram que o loop α8 localizado na junção dos domínios I e II e os loops 2 e 3 do 

domínio II estão envolvidos no reconhecimento e na toxicidade da proteína (LEE, 2006). 

Assim considerando-se que a ligação dos receptores acontece no loop e alterações desses 

aminoácidos sejam em número ou tipo pode contribuir para a diferença na especificidade.  

Na análise feita das 6 sequências, verifica-se que no loop 2 do domínio II do gene 

CRY1Ia1 que atua sobre os insetos das ordens Lepidóptera e Coleóptera existem 24 

aminoácidos 208DAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPS321; (Figura 20B) enquanto na mesma 

região do gene CRY1Fa1 específico para Lepidóptera, existem 16 aminoácidos 268 

SSVIEDSPVSANIPNG283. Essa diferença em número de aminoácidos indica que os 

receptores que provavelmente podem vir a se ligar nesta região devem ser diferentes. 

Essa diferença no tamanho dos loops do domínio II também foi relatada em relação a 

proteína CRY4Ba por BOONSERM et al. (2005), os autores relatam que a proteína apresenta 

loops menores no domínio II e que isso afetaria as possíveis interações destes loops com os 

receptores além de afetar a o contato entre os domínios I e II da proteína.   
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8 CONCLUSÕES 
 

 As análises indicaram maior diversidade de sequência de aa no domínio II.  

 As diferenças encontradas na região final domínio II e começo do domínio III 

referentes às estruturas β10 e β11, assim como, na região entre elas (loop 3) podem 

ser as responsáveis pela especificidade das proteínas por representarem regiões de 

ligação à receptor. 

 Nessa região, embora apresente 52% de aminoácidos conservados, a substituição da 

Treonina (não carregados) por Tirosina e Fenilalanina (aromáticos) presente nos 

genes cuja toxina ataca coleópteros/Lepidópteros e Lepidópteros na posição 490, 

poderia impedir a ligação da proteína CRY7Aa1 e CRY3Aa1 (Coleóptera) ao 

receptor. 

 Os loops participam diretamente da ligação aos receptores e na região referente ao 

loop 2 do domínio II foi encontrada uma sequência de aminoácidos divergente em 

número e tipo de aminoácidos que podem estar relacionadas à especificidade das 

proteínas uma vez que em CRY1Fa1 específico para Lepidóptera, existem 16 aa, 

enquanto em CRY1Ia1 que atua sobre os insetos das ordens Lepidóptera e Coleóptera 

existem 24 aminoácidos.  
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10 ANEXOS 
 
                                                                                                                                                                                                 

1. cry1Ia1  IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSYHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-- 

2. cry1Ia2  IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-- 

3. cry1Ia3  IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSYHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-- 

4. cry1Ia5  IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVRSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-- 

5. cry1Ia11 IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-- 

6. cry1Ia12 IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVRSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-- 

7. cry1Ia14 IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQVASLYSFILGELWPKGKNQWEIFMEHVEEIINQKISTYARNKALTDLKGLGDALAVYHDSLESWVGNRNNTR---ARSVVKSQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSSSEISTFYNRQVERAGDYSDHCVKWYSTGLNNLRGTN-AESWVRYNQFRRDMTLMVLDLVALFPSYDT-- 

8. cry1Ib3  IQTGIGIAGKILGTLGVPFAGQIASLYSFILGELWPKGKSQWEIFMEHVEEIINQKILTYARNKALSDLRGLGDALAVYHESLESWVENRNNTR---ARSVVKNQYIALELMFVQKLPSFAVSGEEVPLLPIYAQAANLHLLLLRDASIFGKEWGLSASEISTFYNRQVERTRDYSDHCIKWYNTGLNNLRGTN-AKSWVRYNQFRKDMTLMVLDLVALFPSYDT— 
 

9. cry1Ba1  VQTGINIAGRILGVLGVPFAGQLASFYSFLVGELWPRGRDQWEIFLEHVEQLINQQITENARNTALARLQGLGDSFRAYQQSLEDWLENRDDAR---TRSVLYTQYIALELDFLNAMPLFAIRNQEVPLLMVYAQAANLHLLLLRDASLFGSEFGLTSQEIQRYYERQVERTRDYSDYCVEWYNTGLNSLRGTN-AASWVRYNQFRRDLTLGVLDLVALFPSYDTRT 

10. cry1Ba5  VQTGINIAGRILGVLGVPFAGQLASFYSFLVGELWPRGRDQWEIFLEHVEQLINQQITENARNTALARLQGLGDSFRAYQQSLEDWLENRDDAR---TRSVLYTQYIALELDFLNAMPLFAIRNQEVPLLMVYAQAANLHLLLLRDASLFGSEFGLTSQEIQRYYERQVERTRDYSDYCVEWYNTGLNSLRGTN-AASWVRYNQFRRDLTLGVLDLVALFPSYDTRT 

11. cry1Bb1  VQTGINIAGRILGVLGVPFAGQLASFYSFLVGELWPSGRDPWEIFLEHVEQLIRQQVTENTRNTAIARLEGLGRGYRSYQQALETWLDNRNDAR---SRSIILERYVALELDITTAIPLFRIRNEEVPLLMVYAQAANLHLLLLRDASLFGSEWGMASSDVNQYYQEQIRYTEEYSNHCVQWYNTGLNNLRGTN-AESWLRYNQFRRDLTLGVLDLVALFPSYDTRT 

12. cry1Bc1  VQTGINIAGRILGVLGVPFAGQLASFYSFLVGELWPSGRDPWEIFLEHVEQLIRQQVTENTRNTAIARLEGLGRGYRSYQQALETWLDNRNDAR---SRSIILERYVALELDITTAIPLFRIRNEEVPLLMVYAQAANLHLLLLRDASLFGSEWGMASSDVNQYYQEQIRYTEEYSNHCVQWYNTGLNNLRGTN-AESWLRYNQFRRDLTLGVLDLVALFPSYDTRT 

13. cry1Ca3  IDISLSLVQFLVSNF-VPGGGFLVGLIDFVWGIVGPS---QWDAFLVQIEQLINERIAEFARNAAIANLEGLGNNFNIYVEAFKEWEEDPNNPA---TRTRVIDRFRILDGLLERDIPSFRISGFEVPLLSVYAQAANLHLAILRDSVIFGERWGLTTINVNENYNRLIRHIDEYADHCANTYNRGLNNLP-KSTYQDWITYNRLRRDLTLTVLDIAAFFPNYDNRR 

14. cry1Ca5  IDISLSLVQFLVSNF-VPGGGFLVGLIDFVWGIVGPS---QWDAFLVQIEQLINERIAEFARNAAIANLEGLGNNFNIYVEAFKEWEEDPNNPA---TRTRVIDRFRILDGLLERDIPSFRISGFEVPLLSVYAQAANLHLAILRDSVIFGERWGLTTINVNENYNRLIRHIDEYADHCANTYNRGLNNLP-KSTYQDWITYNRLRRDLTLTVLDIAAFFPNYDNRR 

15. cry1Ca6  IDISLSLVQFLVSNF-VPGGGFLVGLIDFVWGIVGPS---QWDAFLVQIEQLINERIAEFARNAAIANLEGLGNNFNIYVEAFKEWEEDPNNPA---TRTRVIDRFRILDGLLERDIPSFRISGFEVPLLSVYAQAANLHLAILRDSVIFGERWGVTTINVNENYNRLIRHIDEYADHCANTYNRGLNNLP-KSTYQDWITYNRLRRDLTLTVLDIAAFFPNYDNRR 

16. cry1Ca8  IDISLSLVQFLVSNF-VPGGGFLVGLIDFVWGIVGPS---QWDAFLVQIEQLINERIAEFARNAAIANLEGLGNNFNIYVEAFKEWEEDPNNPA---TRTRVIDRFRILDGLLERDIPSFRISGFEVPLLSVYAQAANLHLAILRDSVIFGERWGLTTINVNENYNRLIRHIDEYADHCANTYNRGLNNLP-KSTYQDWITYNRLRRDLTLTVLDIAAFFPNYDNRR 

17. cry1Ca9  IDISLSLVQFLVSNF-VPGGGFLVGLIDFVWGIVGPS---QWDAFLVQIEQLINERIAEFARNAAIANLEGLGNNFNIYVEAFKEWEEDPNNPA---TRTRVIDRFRILDGLLERDIPSFRISGFEVPLLSVYAQAANLHLAILRDSVIFGERWGLTTINVNENYNRLIRHIDEYADHCANTYNRGLNNLP-KSTYQDWITYNRLRRDLTLTVLDIAAFFPNYDNRR 

18. cry1Ea1  N-IALEISRLLASAT-PIG-GILLGLFDAIWGSIGPS---QWDLFLEQIELLIDQKIEEFARNQAISRLEGISSLYGIYTEAFREWEADPTNPA---LKEEMRTQFNDMNSILVTAIPLFSVQNYQVPFLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQAWGFDIATINSRYNDLTRLIPIYTDYAVRWYNTGLDRLPRTGGLRNWARFNQFRRELTISVLDIISFFRNYDSRL 

19. cry1Ea2  N-IALEISRLLASAT-PIG-GILLGLFDAIWGSIGPS---QWDLFLEQIELLIDQKIEEFARNQAISRLEGISSLYGIYTEAFREWEADPTNPA---LKEEMRTQFNDMNSILVTAIPLFSVQNYQVPFLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQAWGFDIATINSRYNDLTRLIPIYTDYAVRWYNTGLDRLPRTGGLRNWARFNQFRRELTISVLDIISFFRNYDSRL 

20. cry1Ea3  N-IALEISRLLASAT-PIG-GILLGLFDAIWGSIGPS---QWDLFLEQIELLIDQKIEEFARNQAISRLEGISSLYGIYTEAFREWEADPTNPA---LKEEMRTQFNDMNSILVTAIPLFSVQNYQVPFLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQAWGFDIATINSRYNDLTRLIPIYTDYAVRWYNTGLDRLPRTGGLRNWARFNQFRRELTISVLDIISFFRNYDSRL 

21. cry1Ea6  N-IALEISRLLASAT-PIG-GILLGLFDAIWGSIGPS---QWDLFLEQIELLIDQKIEEFARNQAISRLEGISSLYGIYTEAFREWEADPTNPA---LKEEMRTQFNDMNSILVTAIPLFSVQNYQVPFLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQAWGFDIATINSRYNDLTRLIPIYTDYAVRWYNTGLDRLPRTGGLRNWARFNQFRRELTISVLDIISFFRNYDSRL 

22. cry1Ea7  N-IALEISRLLASAT-PIG-GILLGLFDAIWGSIGPS---QWDLFLEQIELLIDQKIEEFARNQAISRLEGISSLYGIYTEAFREWEADPTNPA---LKEEMRTQFNDMNSILVTAIPLFSVQNYQVPFLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQAWGFDIATINSRYNDLTRLIPIYTDYAVRWYNTGLDRLPRTGGLRNWARFNQFRRELTISVLDIISFFRNYDSRL 

23. cry1Fa1  LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---DWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEIYIEALREWEANPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTKHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWARFNQFRRDLTLTVLDIVALFPNYDVRT 

24. cry1Fa2  LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---DWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEIYIEALREWEANPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTKHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWARFNQFRRDLTLTVLDIVALFPNYDVRT 

25. cry1Fb1  LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR- 

26. cry1Fb2  LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR- 

27. cry1Fb3  LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR- 

28. cry1Fb5  LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDAR- 

29. cry1Fb7  LDISLSLTRFLLSEF-VPGVGVAFGLFDLIWGFITPS---EWSLFLLQIEQLIEQRIETLERNRAITTLRGLADSYEVYLEALREWEENPNNAQ---LREDVRIRFANTDDALITAINNFTLTSFEIPLLSVYVQAANLHLSLLRDAVSFGQGWGLDIATVNNHYNRLINLIHRYTEHCLDTYNQGLENLRGTN-TRQWSRFNQFRRELTLTVLDIVALFPNYD--- 

30. cry1Gb1  AEIHLKITRLILENF-LPGGSFAFGLFDLIWGIFNED---QWSAFLRQVEELINQRITEFARGQAIQRLVGFGRSYDEYILALKEWENDPDNPA---SKERVRTRFRTTDDALLTGVPLMAIPGFELATLSVYAQSANLHLALLRDAVFFGERWGLTQTNINDLYSRLKNSIRDYTNHCVRFYNIGLGNLN-VIR----PEYYRFQRELTISVLDLVALFPNYDIRT 

31. cry1Gb2  AEIHLKITRLILENF-LPGGSFAFGLFDLIWGIFNED---QWSAFLRQVEELINQRITEFARGQAIQRLVGFGRSYDEYILALKEWENDPDNPA---SKERVRTRFRTTDDALLTGVPLMAIPGFELATLSVYAQSANLHLALLRDAVFFGERWGLTQTNINDLYSRLKNSIRDYTNHCVRFYNIGLGNLN-VIR----PEYYRFQRELTISVLDLVALFPNYDIRT 
 

32. cry3Aa1  IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 

33. cry3Aa2  IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 

34. cry3Aa3  IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 

35. cry3Aa4  IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 

36. cry3Aa5  IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 

37. cry3Aa6  IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 

38. cry3Aa7  IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 

39. cry3Aa12 IQKGISVVGDLLGVVGFPFGGALVSFYTNFLNTIWPS-EDPWKAFMEQVEALMDQKIADYAKNKALAELQGLQNNVEDYVSALSSWQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDHCVKWYNVGLDKLRGSS-YESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRL 
 

 

Anexo 1: Alinhamento das 39 sequências de aminoácidos do domínio I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1           5            10           15           20            25          30            35           40           45            
50            

   55           60            65           70           75            80          85            90           95          100    105          110         115         120          125        130        135        140         145         150      155         160         165         170         175         180         185        190          195         

200            50            
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1. cry1Ia1  TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLQDSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 

2. cry1Ia2  TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLQDSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 

3. cry1Ia3  TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLQDSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 

4. cry1Ia5  TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLQDSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 

5. cry1Ia11 TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLQDSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 

6. cry1Ia12 TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLQDSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 

7. cry1Ia14 TTAQLTREVYTDAIGTVHPHPSFTSTTWYNNNAPSFSAIEAAVVRNPHLLDFLEQVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHKLEFRTIGGTLNISTQGSTN-TSINPVT-LPFTSRD----VYRTESLAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFVTHPIASDNFYYPG-YAGIGTQLQDSENELPPEATGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 

8. cry1Ib3  TTSQLTREVYTDAIGTVHPNQAFASTTWYNNNAPSFSAIEAAVIRSPHLLDFLEKVTIYSLLSR-WSNTQYMNMWGGHRLESRPIGGALNTSTQGSTN-TSINPVT-LQFTSRD----VYRTESWAGLNLF--LTQPVNGVPRVDFHWKFPTLPIASDNFYYLG-YAGVGTQLQDSENELPPETTGQPNYESYSHRLSHIG--LISASHV-----KALVYSWTHRSAD 
 

9. cry1Ba1  TSAQLTREVYTDAIGATGVN--MASMNWYNNNAPSFSAIEAAAIRSPHLLDFLEQLTIFSASSR-WSNTRHMTYWRGHTIQSRPIGGGLNTSTHGATN-TSINPVT-LRFASRD----VYRTESYAGVLLWGIYLEPIHGVPTVRFNFTNPQNISDRGTANYSQPYESPGLQLKDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--IILQSRV-----NVPVYSWTHRSAD 

10. cry1Ba5  TSAQLTREVYTDAIGATGVN--MASMNWYNNNAPSFSAIEAAAIRSPHLLDFLEQLTIFSASSR-WSNTRHMTYWRGHTIQSRPIGGGLNTSTHGATN-TSINPVT-LRFASRD----VYRTESYAGVLLWGIYLEPIHGVPTVRFNFTNPQNISDRGTANYSQPYESPGLQLKDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--IILQSRV-----NVPVYSWTHRSAD 

11. cry1Bb1  TSAQLTREIYTDPIGRTNAPSGFASTNWFNNNAPSFSAIEAAIFRPPHLLDFPEQLTIYSASSR-WSSTQHMNYWVGHRLNFRPIGGTLNTSTQGLTNNTSINPVT-LQFTSRD----VYRTESNAGTNIL--FTTPVNGVPWARFNFINPQNIYERGATTYSQPYQGVGIQLFDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--LIIGNTL-----RAPVYSWTHRSAD 

12. cry1Bc1  TSAQLTREIYTDPIGRTNAPSGFASTNWFNNNAPSFSAIEAAIFRPPHLLDFPEQLTIYSASSR-WSSTQHMNYWVGHRLNFRPIGGTLNTSTQGLTNNTSINPVT-LQFTSRD----VYRTESNAGTNIL--FTTPVNGVPWARFNFINPQNIYERGATTYSQPYQGVGIQLFDSETELPPETTERPNYESYSHRLSHIG--LIIGNTL-----RAPVYSWTHRSAD 

13. cry1Ca3  Q---LTREVYTDPL------INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLFDILNNLTIFTDWFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLQ-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG------RGQVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT 

14. cry1Ca5  Q---LTREVYTDPL------INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLFDILNNLTIFTDWFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLQ-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG------RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT 

15. cry1Ca6  Q---LTREVYTDPL------INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLFDILNNLTIFTDWFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLQ-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG------RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT 

16. cry1Ca8  Q---LTREVYTDPL------INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLFDILNNLTIFTDWFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLQ-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG------RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT 

17. cry1Ca9  Q---LTREVYTDPL------INFNPQLQSVAQLPTFNVMESSAIRNPHLFDILNNLTIFTDWFS----VGRNFYWGGHRVISSLIGG-GNITSPIYGREANQEPPRSFT-FNGP----VFRTLSNPTLRLLQ-QPWPAPPFNLRGVEGVEFSTP--TNSFTYRG------RGTVDSLTELPPEDNSVPPREGYSHRLCHATFVQRSGTPF---LTTGVVFSWTHRSAT 

18. cry1Ea1  TSSQLTREVYTDPV------INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS------RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT 

19. cry1Ea2  TSSQLTREVYTDPV------INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS------RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT 

20. cry1Ea3  TSSQLTREVYTDPV------INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS------RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT 

21. cry1Ea6  TSSQLTREVYTDPV------INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS------RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT 

22. cry1Ea7  TSSQLTREVYTDPV------INITDYRVGPSFE---NIENSA-IRSPHLMDFLNNLTIDTDLIR----GVH--YWAGHRVTSHFTGSSQVITTPQYGITANAEPRRTIAPSTFPGLNLFYRTLSNPFFRR---SENITPTLGINVVQGVGFIQP-NNAEVLYRS------RGTVDSLNELPIDGEN--SLVGYSHRLSHVTLTRSLYNTN---ITSLPTFVWTHHSAT 

23. cry1Fa1  TSSQLTREIYTSSV------IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NRINFPSYGVFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN------SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEISGSDSWRAPMFSWTHRSAT 

24. cry1Fa2  TSSQLTREIYTSSV------IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NRINFPSYGVFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN------SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEISGSDSWRAPMFSWTHRSAT 

25. cry1Fb1  TSSQLTREIYTSSV------IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN------SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD 

26. cry1Fb2  TSSQLTREIYTSSV------IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN------SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD 

27. cry1Fb3  TSSQLTREIYTSSV------IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGVFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVGFQQTGTNHTRTFRN------SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD 

28. cry1Fb5  TSSQLTREIYTSSV------IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN------SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD 

29. cry1Fb7  TSSQLTREIYTSSV------IEDSPVSANIPNG---FNRAEFGVRPPHLMDFMNSLFVTAETVR----SQT--VWGGHLVSSRNTAG-NPINFPIYGIFNPGGAIWIADEDPRP----FYRTLSDPVFVR----GGFGNPHYVLGLRGVAFQQTGTNHTRTFRN------SGTIDSLDEIPPQDNSGAPWNDYSHVLNHVTFVRWPGEIAGSDSWRAPMFSWTHRSAD 

30. cry1Gb1  TKSQLTREIYTDPI------ISP-----GAQAG---YTLQDV-LREPHLMDFLNRLIIYTGEYR----GIR--HWAGHEVESSRTGMMTNIRFPLYGTAATAEPTRFITPSTFPGLNLFYRTLSAPIFRDEP-GANIIIRYRTSLVEGVGFIQP-NNGEQLYRV------RGTLDSLDQLPLEGES--SLTEYSHRLCHVRFAQSLRNAEPLDYARVPMFSWTHRSAT 

31. cry1Gb2  TKSQLTREIYTDPI------ISP-----GAQAG---YTLQDV-LREPHLMDFLNRLIIYTGEYR----GIR--HWAGHEVESSRTGMMTNIRFPLYGTAATAEPTRFITPSTFPGLNLFYRTLSAPIFRDEP-GANIIIRYRTSLVEGVGFIQP-NNGEQLYRV------RGTLDSLDQLPLEGES—-SLTEYSHRLCHVRFAQSLRNAEPLDYARVPMFSWTHRSAT 
 

32. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 

33. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 

34. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 

35. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 

36. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 

37. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 

38. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 

39. cry3Aa1  VKTELTRDVLTDPI---------VGVNNLRGYGTTFSNIEN-YIRKPHLFDYLHRIQFHTRFQPGYYGNDSFNYWSGNYVSTRPSIGSNDIITSPFYGNKSSEPVQNLEFNGEK----VYRAVANTNLAVWP--SAVYSGVTKVEFSQYNDQTDEASTQTYDSK--RNVGAVSWDSIDQLPPETTDEPLEKGYSHQLNYVMCFLMQGSRG-----TIPVLTWTHKSVD 
 

 

Anexo 2: Alinhamento das 39 sequências de aminoácidos do domínio II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1           5            10           15           20            25          30            35           40           45            

50            
   55           60            65           70           75            80          85            90           95          100    105          110         115         120          125        130        135        140         145         150  155         160         165          170        175         180          185          190          195        200 205         210         215          220         225          

             * *    :  :               :                                                                                                  *  * * *       

*   :                  *    * 
                                              :                                                                   **             : * :                                  ***    *                               : :        *****:  



86 

 
1. cry1Ia1  NTIGPNRITQIPMVKASELPQGTTVVRGPGFTGGDILRRTNTGGFGPIRVTVNGPLTQRYRIGFRYASTVDFDFFVS-------RGGTTVNNFRFLRTMNSGDELKYGNFVRRAFTTPFTFTQIQDIIRTSIQGLS-----GNGEVYIDKIEIIPV 

2. cry1Ia2  NTIGPNRITQIPMVKASELPQGTTVVRGPGFTGGDILRRTNTGGFGPIRVTVNGPLTQRYRIGFRYASTVDFDFFVS-------RGGTTVNNFRFLRTMNSGDELKYGNFVRRAFTTPFTFTQIQDIIRTSIQGLS-----GNGEVYIDKIEIIPV 

3. cry1Ia3  NTIGPNRITQIPLVKALNLHSGVTVVGGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRLNINVPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-------INGTTVNIGNFSRTMNRGDNLEYRSFRTAGFSTPFNFLNAQSTFTLGAQSFS------NQEVYIDRVEFVP- 

4. cry1Ia5  NTIGPNRITQIPLVKALNLHSGVTVVGGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRLNINVPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-------INGTTVNIGNFSRTMNRGDNLEYRSFRTAGFSTPFNFLNAQSTFTLGAQSFS------NQEVYIDRVEFVP- 

5. cry1Ia11 NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLQKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII-- 

6. cry1Ia12 NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLQKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII-- 

7. cry1Ia14 NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLQKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISERPLFGAGSISSGELYIDKIEII-- 

8. cry1Ib3  NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLQKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII— 
 

9. cry1Ba1  NTIDPERINQIPLVKGFRVWGGTSVITGPGFTGGDILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARVIVLTGAASTGVGGQVSVNMPLQKTMEIGENLTSRTFRYTDFSNPFSFRANPDIIGISEQPLFGAGSISSGELYIDKIEII-- 

10. cry1Ba5  NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-------IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP-----IRGGELYIDKIELI-- 

11. cry1Bb1  NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-------IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP-----IRGGELYIDKIELI-- 

12. cry1Bc1  NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-------IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP-----IRGGELYIDKIELI-- 

13. cry1Ca3  NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-------IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP-----IRGGELYIDKIELI-- 

14. cry1Ca5  NTINPDIITQIPLVKGFRLGGGTSVIKGPGFTGGDILRRNTIGEFVSLQVNINSPITQRYRLRFRYASSRDARITVA-------IGGQIRVDMTLEKTMEIGESLTSRTFSYTNFSNPFSFRANPDIIRIAEELP-----IRGGELYIDKIELI-- 

15. cry1Ca6  NTIDPERITQIPLVKAHTLQSGTTVVRGPGFTGGDILRRTSGGPFAYTIVNINGQLPQRYRARIRYASTTNLRIYVT-------VAGERIFAGQFNKTMDTGDPLTFQSFSYATINTAFTFPMSQSSFTVGADTFSS-----GNEVYIDRFELIPV 

16. cry1Ca8  NTIDPERITQIPLVKAHTLQSGTTVVRGPGFTGGDILRRTSGGPFAYTIVNINGQLPQRYRARIRYASTTNLRIYVT-------VAGERIFAGQFNKTMDTGDPLTFQSFSYATINTAFTFPMSQSSFTVGADTFSS-----GNEVYIDRFELIPV 

17. cry1Ca9  NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-------INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS------NQEVYIDRIEFVP- 

18. cry1Ea1  NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-------INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS------NQEVYIDRIEFVP- 

19. cry1Ea2  NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-------INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS------NQEVYIDRIEFVP- 

20. cry1Ea3  NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-------INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS------NQEVYIDRIEFVP- 

21. cry1Ea6  NIINPNIITQIPAVKAHNLHSGSTVVRGPGFTGGDLLRRTNTGTFADIRVNITGPLSQRYRVRIRYASTTDLQFFTR-------INGTSVNQGNFQRTMNRGGNLESGNFRTAGFSTPFSFSNAQSTFTLGTQAFS------NQEVYIDRIEFVP- 

22. cry1Ea7  NTIDPDVITQIPLVKAFNLHSGATVVRGPGFTGGDILRRTNAGNFGDMRVNITAPLSQRYRVRIRYASTANLQFHTS-------INGRAINQANFPATMNSGENLQSGSFRVAGFTTPFTFSDALSTFTIGAFSFSS-----NNEVYIDGIEFVP- 

23. cry1Fa1  NTIDPDVITQIPLVKAFNLHSGATVVRGPGFTGGDILRRTNAGNFGDMRVNITAPLSQRYRVRIRYASTANLQFHTS-------INGRAINQANFPATMNSGENLQSGSFRVAGFTTPFTFSDALSTFTIGAFSFSS-----NNEVYIDRIEFVP- 

24. cry1Fa2  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 

25. cry1Fb1  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 

26. cry1Fb2  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 

27. cry1Fb3  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 

28. cry1Fb5  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 

29. cry1Fb7  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 

30. cry1Gb1  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFLDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 

31. cry1Gb2  NTIEPNSITQIPLVKAFNLSSGAAVVRGPGFTGGDILRRTNTGTFGDIRVNINPPFAQRYRVRIRYASTTDLQFHTS-------INGKAINQGNFSATMNRGEDLDYKTFRTVGFTTPFSFSDVQSTFTIGAWNFSS-----GNEVYIDRIEFVPV 
 

32. cry3Aa1  NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 

33. cry3Aa2  NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 

34. cry3Aa3  NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 

35. cry3Aa4  NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 

36. cry3Aa5  NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENASAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 

37. cry3Aa6  NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 

38. cry3Aa7  NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 

39. cry3Aa12 NMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGDIIQCTENGSAATIYVTPDVSYSQKYRARIHYASTSQITFTLS-------LDGAPFNQYYFDKTINKGDTLTYNSFNLASFSTPFELSG--NNLQIGVTGLSA-----GDKVYIDKIEFIPV 
 

 

Anexo 3: Alinhamento das 39 sequências de aminoácidos do domínio III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1           5            10           15           20            25          30            35           40           45            

50            
   55           60            65           70           75            80          85            90           95          100    105          110         115         120          125        130        135        140         145         150  155          

1           5            10           15           20            25          30            35           40           45            

50            
   55           60            65           70           75            80          85            90           95          100    105          110         115         120          125        130        135        140         145         150  155          

1           5            10           15           20            25          30            35           40           45            

50            
   55           60            65           70           75            80          85            90           95          100    105          110         115         120          125        130        135        140         145         150  155          

*    *             * :  * : * :  * *  :        :        *        * :     **     **   ***  :  :        :        :                      : :  :               * : * *            : **  * :                                                       *                                *  :       * *  *        *           : *                  : :   : *                                                                                    : * * *       
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