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RESUMO

Os inibidores de tripsina tém sido utilizados com sucesso para aumentar a resisténcia das
plantas contra os insetos. No presente trabalho avaliamos a eficiéncia de um inibidor de
tripsina de Inga laurina (ILTI) sobre o desenvolvimento de larvas de Diatraea saccharalis e
Heliothis virescens, duas importantes pragas da cana-de-agucar e tabaco,
respectivamente. Para estes fins foram utilizadas diversas estratégias (i) purificacdo da
proteina ILTI nativa a partir de sementes de /. laurina e sua utilizacao para suplementacéao
de dieta artificial fornecida como alimento as larvas dos insetos em estudo. Isto com o
intuito de avaliar os efeitos do inibidor no desenvolvimento destes individuos; (ii) obtencao
da sequéncia de DNA do gene ilti clonagem, expressao e purificacdo da proteina
recombinante assim como avaliacdo da sua atividade inibitoria; (iii) obtencao de plantas
transgénicas de cana-de-acucar e tabaco com o gene ilti obtido a partir do DNA genémico
de I. laurina ou do gene ilti-s sintetizado quimicamente usando o uso de codons da cana-
de-acucar. A adicdo de 0,1% (p/p) de ILTI na dieta de D. saccharalis ndo alterou a
sobrevivéncia larval, mas resultou em uma reducéo de 56% no peso das larvas. As larvas
de H. virescens que foram alimentadas em uma dieta contendo 0,5% (p/p) de ILTI
apresentaram uma reducado de 84% no peso. Experimentos in vitro mostraram que ILTI
nao foi digerido pelas proteinases do intestino médio de ambas as espécies de larvas.
Ensaios tripticos permitiram observar que ndo houve alteragdo nos niveis de tripsina no
intestino médio de ambos os insetos. Entretanto, verificou-se uma reducéo de 55,3% na
atividade triptica das fezes de D. saccharalis e um aumento de 24,1% desta atividade nas
fezes de H. virescens. A atividade da tripsina em ambas as espécies alimentadas com ILTI
foi sensivel ao inibidor, sugerindo que nenhuma nova proteinase resistente a ILTI foi
induzida. Adicionalmente, a proteina recombinante relLT| produzida em Escherichia coli
apresentou atividade inibitoria similar a proteina nativa em testes de atividade anti-triptica.
Com isso, relLTI pode ser considerada como uma potencial ferramenta biotecnoldgica.
Finalmente, larvas de D. saccharalis e H. virescens foram alimentadas com plantas
transgénicas de cana-de-acucar e tabaco — respectivamente - expressando os genes ilti
e/ou ilti-s. Os resultados mostraram que os transgénicos foram capazes de interferir no
metabolismo dos insetos-praga testados sugerindo que esta estratégia pode ser
promissora na obtencao de plantas mais resistentes ao ataque de insetos.



ABSTRACT

Trypsin inhibitors have been successfully used to increase plant resistance against insects.
In this work, we evaluated the efficiency of a trypsin inhibitor from Inga laurina (ILTI) on the
development of Diatraea saccharalis and Heliothis virescens, two important pests of
sugarcane and tobacco, respectively. For these purposes, several strategies were
employed: (i) purification of the native protein ILTI from /. laurina seeds, and its use as a
supplement in the artificial diet provided for the insect larvae. This purpose was performed
in order to evaluate the effects of ILTI on the development of these individuals, (ii)
elucidation of the DNA sequence of the ilti gene; cloning, expression and purification of the
recombinant protein (relLTl) as well as evaluation of its inhibitory activity, (iii) production of
transgenic plants of sugarcane and tobacco with the gene ilti from I. laurina genomic DNA
or the gene ilti-s, which was chemically synthesized using the sugarcane codon usage. The
addition of 0.1% (w/w) ILTI in the diet of D. saccharalisdid not alter larval survival but
resulted in a reduction of 56% in the weight of the larvae. The H. virescens larvae that were
fed a diet containing 0.5% (w/w) ILTI showed an 84% decrease in weight. In vitro
experiments showed that ILTI was not digested by the midgut proteinases of either species
of larvae. Triptic assays allowed observe that there was no alteration in the trypsin levels in
the midgut of either insect. However, there was a reduction of 55.3% in the triptic activity in
the feces of D. saccharalis and an increase of 24.1% of this activity in the feces of H.
virescens. The trypsin activity in both species fed with ILTI was sensitive to the inhibitor,
suggesting that no novel proteinase resistant to ILTI was induced. Additionally, relLTI
showed similar inhibitory activity to those of the native protein in the anti-tryptic assays.
Therefore, relLTI can be considered a potential biotechnological tool. Finally, larvae of D.
saccharalis and H. virescens were fed with transgenic sugarcane and tobacco plants,
respectively. The results showed that transgenic plants were able to interfere with the
metabolism of these insect pests, suggesting that this is a promising strategy for the
production of plants that are more resistant to insect attack.
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| - INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, inimeros avancos estdo sendo realizados visando o aumento
da produtividade agricola mundial. Esta preocupacdo € decorrente do aumento
populacional para aproximadamente 8,5 bilhdes de pessoas previsto para 2025, sendo
assim, necessario um aumento de 50% na producdo de alimentos para sustentar o
crescimento da populacdo (MOHAN BABU et al., 2003). Outro fator importante que atenta
contra a produtividade é a perda na produgéo agricola devido ao ataque de pragas, que
pode chegar a 20% para as principais culturas (FERRY et al., 2004). Em vista disso, tém
sido empregadas varias estratégias a fim de controlar os insetos-praga. Em culturas
agricolas o controle de pragas tradicionalmente é feito pela aplicagdo de agroquimicos.
Entretanto, sabe-se que esse tipo de pratica € prejudicial ao meio ambiente, pois atinge de
forma inespecifica todos os insetos presentes no ecossistema, além de contaminar lencois

freaticos, podendo ser prejudiciais a saude do homem (TAMAKI, 2011).

Com o intuito de desenvolver uma agricultura mais consciente em relacdo a
preservacao ambiental, os processos de controle de insetos atualmente tém sido dirigidos
principalmente para o fortalecimento do proprio sistema de defesa das plantas contra os
herbivoros, substituindo o uso de agroquimicos por meios de controle de pragas mais
especificos e menos danosos ao meio ambiente (TAMAKI, 2011). Uma estratégia
promissora € o desenvolvimento de plantas transgénicas que expressam substancias cujo
alvo é o sistema digestivo dos insetos. Isso porque o tubo digestivo dos insetos € uma
importante interface entre o organismo e o ambiente (TERRA e FERREIRA, 1994) sendo,
portanto, um potencial alvo para o controle biolégico.

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos de defesa que incluem barreiras
fisicas e quimicas, além de complexas vias de sinalizagdo, para limitar o consumo de
insetos-praga (FALCO et al., 2001; DUNSE et al., 2010). Uma das defesas induzidas pelas
plantas, quando sdo atacadas por insetos, € a rapida sintese de inibidores de proteinases
(IPs) (RYAN, 1990). IPs sao polipeptideos que possuem a capacidade de se ligar as
enzimas proteoliticas dos insetos fitéfagos (FRIZZAS et al., 2004; LINGARAJU e GOWDA,
2008) podendo, assim, reduzir significativamente a atividade proteolitica dessas enzimas.
Com isso ocasionam um retardo no crescimento e desenvolvimento do inseto e,

consequentemente, levam a sua morte (FRANCO et al., 1999).
1



Durante décadas o uso dos IPs no combate a pragas agricolas vem sendo estudado e
plantas transformadas expressando diferentes inibidores apresentam resultados
satisfatorios, fazendo dos IPs uma interessante classe de proteinas vegetais bioinseticidas
com potencial biotecnologico para protecdo de cultivares (MARCHETTI et al., 2000;
ABDEEN et al., 2005).

A presenca de inibidores vegetais destaca-se principalmente em sementes de
leguminosas, onde sdo encontrados em altas concentragcées (MACEDO et al., 2000). Inga
laurina é uma arvore pertencente a familia Leguminosae, sub-familia Mimosoideae. E uma
planta tropical com ampla distribuicdo na América Central e do Sul (LORENZI, 2002). No
Brasil, onde é conhecida como inga branco, estd amplamente presente em ambientes
urbanos (MACEDO et al., 2007).

Fonte: alternativarural.com.br

Figura 1: Fruto maduro de Inga laurina

Em 2007 nosso grupo publicou a purificacdo e caraterizagdo bioquimica de um
inibidor de tripsina presente em sementes de /. laurina (ILTI) abrindo novas perspectivas
para a avaliagdo funcional desta proteina no controle de insetos-praga (MACEDO et al.,
2007). Neste cenario, surge o presente projeto com o objetivo de avaliar o potencial uso
de ILTI como uma ferramenta para aumentar a resisténcia de culturas
economicamente importantes contra o ataque de insetos-pragas. Foram escolhidos
para este estudo os insetos Diatraea saccharalis e Heliothis virescens, duas importantes

pragas da cana-de-agucar e do tabaco, respectivamente.
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Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - Insetos e danos economicos

Os insetos constituem um grupo extremamente bem sucedido e esse grande sucesso
evolutivo é devido a sua capacidade de ocupagao dos mais diferentes nichos ecoldgicos,
visto que organismos desse grupo podem aproveitar como alimento quase qualquer
material organico encontrado na natureza (HAGENS, 1984), podendo ser considerados os
principais competidores do homem na Terra. Esta competicao se da, principalmente, pelo
ataque direto a producdo de alimentos, desde o cultivo até a estocagem dos produtos
alimenticios, ou de forma indireta, sendo vetores de grande numero de doencas que
afetam o homem e os animas de criacao (GILLOTT, 1995). Assim, uma proporcao
significativa do suprimento de alimento mundial € perdida devido a atividade de insetos
que séo pragas agricolas (BONNING, 2003).

A agricultura moderna é baseada no sistema de monoculturas cultivadas em grandes
extensdes de terra, e isso proporciona que as espécies de insetos monéfagos, ou seja,
que se alimentam apenas de uma determinada espécie de planta, se propaguem
rapidamente em um ambiente farto em alimento (GOMES, 2004). Os insetos nao apenas
provocam perdas na produtividade diretamente devido ao ataque herbivoro, mas também
indiretamente por atuarem como vetores de varios patdgenos de plantas (nematoides,
fungos, bactérias e virus) (HILDER e BOUTER, 1999). Essas perdas ocorrem mesmo com
0 uso extensivo de pesticidas e fungicidas e, na auséncia de tais medidas de protegéo, as
perdas poderiam ser ainda maiores. Segundo Lawrence e Koundal (2002), as perdas na
producgéo da agricultura mundial, devido ao ataque de pragas e patégenos, chegam a 70%
da producao sem o uso de inseticidas, representando um prejuizo anual de 400 bilhdes de
dolares.

Insetos pertencentes a ordem Lepidoptera representam um dos mais importantes
grupos de pragas no mundo, atacando frequentemente uma ampla variedade de culturas,
causando assim significativos danos econémicos (DUNSE et al., 2010). Entre as espécies
de lepidopteros que sao responsaveis por enormes prejuizos em culturas
economicamente importantes, sobressai-se a Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera, Crambidae), ou broca da cana-de-aglcar, a qual é a principal praga da
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cultura de cana-de-agucar no Brasil e em outros paises da América do Sul (GALLO et al.,
2002). Os prejuizos causados por esta praga sado bastante significativos, provocando
danos ao caule das plantas, o que resulta em perda de produgdo para as industrias de
acucar e alcool (FALCO e SILVA FILHO, 2003). Além disso, o ataque da broca-da-cana
aumenta a susceptibilidade da planta a outros patdgenos, permitindo a invasao de
microorganismos através do orificio aberto pela lagarta (GALLO et al., 2002). Em lavouras
do estado de Sao Paulo, um nivel de ataque de 10% ocasionado pela broca representa
uma perda de produgéao no valor de US$ 100 milhdes por ano, devido somente aos danos
indiretos causados pelo complexo de fungos da podridao vermelha (CRUZ et al. 2005). D.
saccharalis também é responsavel por danos econémicos a outras culturas, incluindo
milho, sorgo e arroz (POMPERMAYER et al., 2001, 2003).

Fonte: Centro de Tecnologia Copersucar

Figura 2: Diferentes estagios do ciclo de vida de D. saccharalis. (A) Larvas (B) Pupas (C)
Adulto.

Outra importante praga desta ordem é a espécie H. virescens (Fabricius, 1777)
(Lepidoptera, Noctuidae), a praga do tabaco, que esta presente na América do Sul e do
Norte. Este inseto é altamente polifago no seu estagio larval e é considerado uma das
principais e mais destrutivas pragas do tabaco (BRITO et al., 2001). As lagartas atacam
brotos e flores e, na auséncia de tecido reprodutivo, atacam tecido foliar (PAIR, 1994).
Também sao responsaveis por danos nas culturas de algodao, tomate e soja (FITT, 1989,
BRITO et al., 2001).



Fontes: bugguide.net; commons.wikimedia.org; invasive.org.

Figura 3: Diferentes estagios do ciclo de vida de H. virescens. (A) Larva (B) Pupa (C)
Adulto.

Em vista desses enormes prejuizos, a protegcdo dos cultivares contra esses insetos-
praga € de fundamental importancia para a producao agricola. Decifrar a interagédo planta-
inseto em nivel molecular € um dos assuntos de maior interesse na pesquisa em biologia
de plantas (ARRUDA, 2011). A resposta de plantas ao dano de insetos e 0s mecanismos
adaptativos destes insetos tém sido profundamente investigados. Os resultados destes
estudos permitem um melhor entendimento da dindmica da interagdo entre insetos e
plantas e dessa forma abre novos caminhos e perspectivas para um controle biolégico de
pragas mais eficiente (ARRUDA, 2011).

2 - Interacao planta-inseto

Por coexistirem ha pelo menos 100 milhdes de anos, plantas e insetos desenvolveram
uma variedade de interacoes benéficas e deletérias (STOTZ et al., 1999). As plantas
dependem dos insetos para dispersdo de sementes (BOULAY, 2005) e reproducao
(FLEMING, 2007), garantindo assim o0 sucesso e a perpetuagéo de sua espécie, enquanto
0s insetos encontram nas plantas alimento, reflgio ou abrigo e local para acasalamentos,
que por sua vez sao fatores fundamentais para sua proliferacdo. Por outro lado,
dependendo da intensidade do ataque, insetos fitbfagos podem ser prejudiciais as plantas,
promovendo injurias suficientes para leva-las a morte (MARON e CRONE, 2006) ou
inviabilizando sua reproducao (PAIXAO, 2010).

Ehrlich e Raven (1964) foram os primeiros autores a proporem a teoria de coevolugao
bioquimica, processo no qual a sintese de determinados compostos secundarios vegetais
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toxicos estaria diretamente relacionada aos seus predadores, na maioria dos casos,
insetos. De acordo com esta teoria um cenario evolutivo pode ser visualizado no qual a
producédo e acumulo de uma toxina particular € seguida da resposta reciproca no inseto,
como a adaptacdo por sistemas de detoxificacdao e excrecao, desta forma podendo se
alimentar da planta. Como somente algumas espécies adaptam-se a esta, ocorre apenas
uma predacéo limitada gerando um balanco entre a planta e o inseto (LOPES, 2004).

Para escapar do ataque de insetos herbivoros, as plantas desenvolveram variados e
eficientes mecanismos de resisténcia, incluindo barreiras fisicas e quimicas, bem como
respostas induzidas de defesa que se tornam ativadas ante a percepcédo do organismo
invasor (WALLING, 2000; KESSLER e BALDWIN, 2002; AGRIOS, 2005). O sistema de
defesa vegetal € multicomponente, atuando de maneira dindmica e coordenada, no
momento e local apropriados e com magnitude adequada (PASCHOLATI e LEITE, 1995).
Essa complexidade funcional, espacial e temporal inicia-se com o0 reconhecimento, pelo
hospedeiro, de sinais exdgenos provenientes do patdgeno, continuam com os
mecanismos de transducdo desses sinais e resulta em extensa reprogramacado do
metabolismo celular vegetal, envolvendo mudangas na atividade génica (WALTERS et al.,
2007). O entendimento completo das bases moleculares da resisténcia de plantas e da
regulacdo das respostas de defesa permitira aos geneticistas e melhoristas usar
abordagens mais sofisticadas para controle de pragas e patégenos ao aumentar as
defesas naturais das plantas.

3 - Proteinases e Inibidores de proteinases

Para crescerem, se desenvolverem e se reproduzirem, os insetos em geral requerem
0s mesmos aminoacidos essenciais que os mamiferos (MOREIRA, 2007). Esses
aminoacidos essenciais devem ser obtidos de uma dieta proteica e, para isso, 0s insetos
aparentemente alimentam-se de todos os compostos orgénicos, de madeira a folhas,
flores, raizes, tuberos, néctar e sementes (MURDOCK e SHADE, 2002; FORTUNATO et
al., 2007). Essa plasticidade pode ser explicada pela diversidade de enzimas digestivas
que podem ser encontradas no intestino médio desse grupo de organismos, conferindo-
lhes as habilidades de consumir e utilizar com eficiéncia uma grande variedade dos
recursos alimentares (TERRA et al. 1996).



Os aminoacidos essenciais para a manutencdo das funcgdes vitais nos insetos sao
obtidos com o auxilio de proteinases digestivas, encontradas no intestino médio do trato
digestivo desses insetos, que catalisam a liberacdo de peptideos e aminodcidos de
proteinas ingeridas na dieta (TAMAKI, 2011). Caso a hidrolise das proteinas seja
interrompida, os alimentos ingeridos podem se acumular no intestino dos insetos,
diminuindo a ingestao de alimentos e a predagéao de plantios e estoques por praga. Em
ultima instancia, a nao digestdao das proteinas alimentares pode levar os organismos a
morte devido a baixa disponibilidade de amino&cidos, atingindo niveis letais (OLIVEIRA et

al., 2005) portanto, a digestao de proteinas é um processo vital aos organismos.

Insetos fit6fagos apresentam serino e cisteino-proteinases como principais enzimas
digestivas (HAQ et al., 2004). As serino-proteinases sao as principais enzimas hidroliticas
detectadas no intestino médio dos insetos da ordem Lepidoptera (PARDE et al., 2010),
dentre as quais destacam-se as tripsinas, quimiotripsinas e elastases. Por constituirem
importantes enzimas digestivas presentes praticamente em todos os organismos vivos
(GEOFFRQY et al, 1990), essas enzimas tém sido alvos frequentes nos estudos de
tentativa do controle de insetos-praga (TAMAKI, 2011).

Durante a alimentacdo nos tecidos das plantas, os insetos encontram uma série de
defesas bioquimicas, as quais podem ser constitutivas ou sintetizadas em resposta ao
ataque dos insetos. Acredita-se que o mecanismo de defesa induzida, além de proteger
contra o ataque dos insetos herbivoros, atua diminuindo os custos fisiologicos da defesa
quando os insetos ndo estao presentes (STOTZ et al, 1999). A maioria dos muitos
compostos de defesa sintetizados pelas plantas sao metabdlitos secundarios pequenos e
nao proteicos, como alcalbides, terpendides e flavondéides (PIUBELLI et al., 2005), além de
proteinas de defesa, como os inibidores proteicos de proteinases (DE LEO et al., 2001).

Um dos mecanismos de defesa mais bem estudado é a producgédo de IPs, que sao
proteinas presentes em praticamente todas as plantas, capazes de se ligar as enzimas
digestivas dos insetos, inibindo a sua atividade proteolitica de forma competitiva. Esta
inibicdo se da pela ligagédo do sitio ativo da enzima a regi&o reativa do inibidor no intestino
médio do inseto (SILVA-FILHO e FALCO, 2000), formando complexos estaveis com as
proteinases alvo, bloqueando, alterando ou prevenindo o acesso ao sitio ativo da enzima

(BIRK, 2003). Em tecidos de plantas mais vulneraveis ao ataque de herbivoro, os IPs sao
7



defesas constitutivas, como nas sementes, ou podem ser induzidas por danos mecanicos,

por exemplo, quando o inseto se alimenta de uma folha (SILVA-FILHO e FALCO, 2000).

A ingestao dos IPs pelos insetos herbivoros interfere no processo de degradacao
das proteinas no intestino médio, sendo considerados agentes antimetabdlicos, por
causarem deficiéncia proteica nos insetos (FAN e WU, 2005). Os seus efeitos sao
atribuidos a sua interferéncia direta na digestao proteica, diminuindo a disponibilidade de
aminodcidos, prejudicando a sintese de proteinas necessarias ao crescimento,
desenvolvimento e reproducéo dos insetos (OLIVA et al.,, 2010). Ha ainda outra hipétese
de que os inibidores afetem o desenvolvimento de forma indireta, através de um
mecanismo de “feedback”, que levaria a uma hiperprodugdo de proteinases digestivas
para compensar 0s baixos niveis de aminoacidos disponiveis, deslocando aminoacidos
para sintese de mais proteinases em detrimento de outras proteinas essenciais
(BROADWAY, 1995; OLIVEIRA et al., 2005). Dessa forma, o estudo da eficacia do efeito
antinutricional dos inibidores no desenvolvimento de insetos-praga € importante para

disponibilizar novas maneiras de proteger plantas cultivadas.

Em 2007, nosso grupo publicou a sequéncia primaria de um inibidor de tripsina a partir
de sementes de Inga laurina (ILTI), caracterizado por ter uma uUnica cadeia polipeptidica
com 180 residuos de aminoacidos e uma massa molecular de 20 kDa (MACEDO et al.,
2007). ILTI é um inibidor do tipo competitivo e foi agrupado na familia Kunitz de inibidores
de serino-proteinases de plantas, tendo em base a similaridade de sua sequéncia de
aminoacidos. No entanto, ILTI contém apenas uma ponte dissulfeto diferente da maioria
dos outros inibidores Kunitz (MACEDO et al., 2007). Recentemente, ILTI mostrou uma
forte atividade inibitéria contra a tripsina de Homalinotus coriaceus, praga do coco
(MACEDO et al., 2011). Na Figura 4 podemos observar a representacdo da estrutura
tridimensional de ILTI, além da regido N-terminal e C-terminal, esta presente o aminoacido
lisina localizado na posicao 64 (Lys64). Tal residuo esta presente no sitio reativo de ILTI e
é reconhecido, especificamente, pelo sitio de ligacao primario da enzima tripsina (Figura
4A), e por isso é denominado residuo P1. Esta caracteristica, a presenga de uma lisina na
posicdo P1, determina que ILTI seja especifico para serinoproteases do tipo tripsina. Na
figura 4B, ainda é possivel observar as interagbes moleculares formadas durante o
complexo enzima-inibidor. O atomo de oxigénio do residuo de Lisina 64 interage com o
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grupo hidroxila do residuo de Serina 195, formando uma ponte de hidrogénio de 2,92 A.
Esta interacao é favorecida pela atracdo que os residuos Histidina 57 e Aspartato 102
promovem ao redor do residuo Serina 195, também representada na figura 4B como
linhas pontilhadas (MACEDO et al., 2011). Além das pontes de hidrogénio, outros
elementos como forcas de van der Waals e interagdes hidrofébicas estao envolvidos nas
interacdes entre os inibidores e as proteases (BIRK, 2003).

C-terminal | /_\\;\Q/ /\;‘ '\ ( A)

Lys64

Nierminal

Figura 4: Representacao da estrutura tridimensional do inibidor de tripsina de Inga laurina. (A)
Visédo geral da formagao do complexo entre o inibidor e a enzima tripsina e (B) detalhe da
interacao entre o residuo de Lisina 64 e os residuos da triade catalitica (Ser195, His57 e
Asp102) presentes no sitio catalitico durante a formacédo do complexo (adaptado de MACEDO
etal., 2011).

4 - Inibidores de proteinases como ferramenta biotecnolégica

Evidéncias da fungcdo de defesa dos inibidores de proteinases em plantas tém sido
comprovadas em diversos experimentos, ressaltando a importadncia destes como

candidatos ao uso nas estratégias de controle de insetos. Os efeitos deletérios dos

9



inibidores contra insetos-praga tém sido descritos tanto em ensaios in vitro como in vivo
(LINGARAJU e GOWDA, 2008; BHATTACHARYYA et al., 2007).

Lipke e colaboradores (1954) reportaram que inibidores de tripsina de soja inibiam o
crescimento e a atividade proteolitica in vitro de Tribolium confusum (besouro da farinha).
Pompermayer e colaboradores (2001) avaliaram a propriedade antimetabélica do inibidor
de proteinase de soja (SPI) em relagdo as larvas de D. saccharalis e observaram que a
adicdo de 0,5% (p/p) deste inibidor em dieta artificial causava redugdo na taxa de
crescimento e desenvolvimento deste inseto. Ramos e colaboradores (2009), quando
alimentaram Anagasta kuehniella com dieta artificial contendo 0,7% (p/p) do inibidor
presente em sementes de Plathymenia foliolosa, observaram uma reducgéo significativa na
sobrevivéncia e no peso médio larval deste inseto. Resultados similares foram observados
por Macedo e colaboradores (2010) em um experimento realizado com dietas artificiais
contendo uma concentracdo de 1,0% (p/p) de inibidor de tripsina de sementes de
Adenanthera pavonina, o qual ocasionou uma redugdo de 50% no peso e na
sobrevivéncia larval de A. kuehniella.

Além dos experimentos utilizando dietas artificiais, a constru¢do de plantas
transgénicas trouxe importantes avancos cientificos, permitindo a geracao de plantas mais
resistentes aos diferentes tipos de pragas. Apds o desenvolvimento de plantas contendo
genes que expressam toxinas proteicas do Bacillus thuringiensis (Bf), considerado um dos
marcos pioneiros nesta nova abordagem (ANDREWS et al., 1987), genes endbgenos das
plantas, codificando principalmente inibidores de proteinases de insetos-praga, foram
introduzidos em diferentes espécies de plantas com o objetivo de controlar fit6fagos
(HILDER et al.,, 1987; JOUANIN et al., 1998). Essa insercao de genes de inibidores de
proteinases em plantas tem sido explorada por se tratar da transferéncia de um gene de
defesa de uma espécie de planta para outra, o que, teoricamente, geraria menor rejeicao
perante a sociedade, em comparagao com a transferéncia de um gene de uma bactéria
para uma planta, como é o caso de plantas Bt (BOULTER, 1993; CARLINI e GROSSI-DE-
SA, 2002).

Um grande numero de plantas de interesse comercial ja foi transformado com gene de
inibidores de proteinases provenientes de outras plantas (JOUANIN et al., 1998;

SCHULER et al.,, 1998). Em 1997, Yeh e colaboradores produziram plantas transgénicas
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de tabaco (Nicotiana tabaccum) resistentes a Spodoptera litura, um lepidéptero predador
das folhas desta espécie. As plantas foram modificadas com a introducdo de um gene que
codifica um inibidor de tripsina presente em [pomoea batatas (batata-doce). O inibidor de
tripsina, MTI-2, presente em sementes de mostarda foi eficiente contra larvas de Plutella
xylostella, quando expresso em plantas de Arabidopsis thaliana, causando altos niveis de
mortalidade e uma acentuada reducao no desenvolvimento deste inseto (DE LEO et al,,
2001). MTI-2 também foi eficiente contra Mamestra brassicae, quando expresso em folhas
de fumo transgénicas e contra Spodoptera litoralis, quando expresso em sementes de
granola (DE LEO et al., 2001). Em 2010, Dunse e colaboradores expressaram inibidores
de proteinases em plantas de algoddo e estas foram mais resistentes ao ataque de
insetos-praga. Na revisdo bibliografica de Fan e Wu (2005) s&o apresentados mais de 50
trabalhos de plantas transgénicas expressando inibidores de diferentes familias
resistentes a insetos-praga.

No entanto, como resultado de pressdes seletivas, insetos herbivoros desenvolveram
varios mecanismos de adaptacdo para superar os efeitos defensivos de [IPs
(GATEHOUSE, 2011). Entre esses mecanismos, podemos mencionar a superexpressao
de enzimas sensiveis aos |IPs (DE LEO et al., 1998.), a clivagem proteolitica dos IPs por
proteinases dos insetos (GIRARD et al., 1998a, YANG et al., 2009) e a expressado de
proteinases que sao insensiveis aos IPs (BRITO et al., 2001; JONGSMA et al., 1995). Esta
adaptacao € um resultado do processo de co-evolugdo entre insetos e plantas. Um
possivel modo para obter resultados satisfatorios usando IPs no controle de pragas seria
avaliar o potencial de IPs de espécies vegetais bastante separadas evolutivamente
daquelas cujos insetos sdo predadores (FALCO e SILVA-FILHO, 2003).

5 - Transformacao genética de plantas

Pesquisas relacionadas ao melhoramento genético tém levado a aumentos
consideraveis na produtividade de diversas espécies cultivadas através de variadas
abordagens metodolégicas para obtengdo de maior ganho genético apds a selegédo. As
principais vantagens do uso das plantas geneticamente modificadas sdo: aumento na
producdo (BETZ et al., 2000) e a redugdo na aplicacao de inseticidas (ROMEIS et al.,
2006), principalmente os, de largo espectro, favorecendo a manutencdo de inimigos
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naturais (GOULD, 1998), que auxiliam no controle de pragas e contribuem para retardar a
evolucao da resisténcia (MASCARENHAS e LUTTRELL, 1997).

A transformacdo genética de plantas surgiu no final da década de 80, como uma
ferramenta atrativa e de alto potencial no auxilio do melhoramento tradicional. Atualmente
mostra-se como uma técnica bastante viavel (FALCO, 1998), na qual um fragmento
definido de DNA ¢é introduzido no genoma do hospedeiro, ou genoma receptor, devendo
ser a ele integrado (BRASILEIRO e DUSI, 1999). A insercao estavel dessas moléculas em
um genoma hospedeiro da origem a um individuo igual ao receptor da molécula
recombinante, porém acrescido de uma caracteristica nova e particular (QUECINI e
VIEIRA, 2001).

Existem diversas técnicas de transformacgéo genética de plantas. Essas técnicas estao
basicamente agrupadas em duas categorias: transformacdo indireta e direta. A
transformacao indireta € aquela em que o DNA exégeno de interesse é inserido no
genoma vegetal pela acdo de um vetor biolégico, realizado, principalmente, pela
transferéncia do DNA de interesse por bactérias do género Agrobacterium enquanto a

transformacao direta é baseada em processos fisicos e/ou bioquimicos (PICELLI, 2010).

A transformacao indireta, mediada por bactérias fitopatogénicas de solo do género
Agrobacterium, € a estratégia mais comum para transformar plantas, principalmente por
ser um sistema simples, eficiente e barato. Possui ainda a vantagem de produzir plantas
transgénicas com um numero limitado de coépias do transgene, ja que a insercao é
geralmente um evento preciso (DE BLOCK, 1993). O uso da Agrobacterium tumefaciens
como vetor de transformacdo exige que a linhagem esteja “desarmada”, isto €, sem a
presenca dos oncogenes em seu plasmideo. No lugar dos genes retirados, serdo
colocados genes de interesse e/ou marcadores de selecdo, que vao ser transferidos e
integrados ao genoma vegetal, sem afetar a regeneracdo (BRASILEIRO e DUSI, 1999;
KLEE et al, 1987). Porém, muitas espécies ou cultivares de cereais e gramineas
(monocotileddneas), apesar dos avangos na técnica e a escolha de estirpes de bactérias
mais especificas a cultura em questdo, encontram ainda certas resisténcias a esse
método de transformacgéo (PICELLI, 2010).
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Dos métodos que utilizam DNA introduzido diretamente no genoma das plantas,
apenas dois sao de importancia pratica: a eletroporacéo e a biobalistica.

A transformacao por eletroporacdo consiste na indugcdo temporaria de poros nas
membranas celulares dos protoplastos, produzidos por um campo elétrico, permitindo
assim, a passagem de ions e moléculas, como a molécula de DNA. Entretanto, o
isolamento e cultivo de protoplastos € um processo laborioso e dificil, restringindo a
transformacao genética de métodos que dependam dessa fase, como, por exemplo, a
eletroporagao (FALCO, 1998). Esse método é pouco utilizado para monocotileddneas
(BIRCH, 1997).

Ja o método da biobalistica consiste na aceleragdo de microparticulas que atravessam
a parede celular e a membrana plasmatica, de forma nao letal, carregando o DNA para o
interior da célula (FERREIRA et al.,, 2004). Sao utilizados microprojéteis de ouro ou
tungsténio, nos quais sao precipitadas as moléculas de DNA. Parte dos projéteis, que
carregam as moléculas de DNA, atinge o nucleo da célula vegetal e libera o DNA
precipitado que, em baixa frequéncia e de forma aleatéria, é integrado no genoma (KLEIN
et al., 1987). O tipo de aparelho usado para acelerar as microparticulas envolvidas pelo

DNA pode ter propulséo a ar, pdlvora, gas hélio ou eletricidade (FERREIRA et al., 2004).

6- Melhoramento genético de tabaco

Atualmente, o Brasil produz mais de 650.000 toneladas de tabaco por ano sendo um
dos maiores produtores do mundo (SILVA, 2007). Além disso, é considerado o maior
exportador mundial de fumo, em volume (AFUBRA, 2005). O setor fumageiro exerce
grande importancia na atividade econ6mica e social do pais. No total, considerando a
soma dos empregos diretos e indiretos gerados pelo fumo desde o seu plantio até a
comercializagdo do cigarro, ha o envolvimento de aproximadamente 2,4 milhdes de
pessoas que de alguma forma estdo vinculadas ao setor (AFUBRA, 2005). Segundo o
pesquisador Amadeu A. Bonato, do Departamento de Estudos Socioeconémicos Rurais do
Parand, o Brasil vive um paradoxo entre a redugdo do nimero de fumantes e o aumento
da producdo de fumo em virtude das exportagdes. Isso porque o fumo brasileiro possui
duas caracteristicas visadas pelo mercado internacional, boa qualidade e baixos custos.
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Além disso, o tabaco possui um histérico estabelecido como planta-modelo para a
transformacao genética vegetal. As maiores vantagens do tabaco incluem sua alta taxa de
regeneracao in vitro, seu genoma relativamente pequeno (o que facilita as manipulagdes
moleculares), o alto rendimento de biomassa (mais de 100.000 kg por hectare), o potencial
de producdo rapida em larga-escala devido ao ciclo curto e a grande produgédo de
sementes, e pela facilidade com que a analise genética da heranca dos genes
introduzidos pode ser realizada (LEMOS, 1997, DUNG et al., 2006).

A primeira planta transgénica de tabaco foi obtida por Zambryski e colaboradores
(1983), através da expressdao de um gene de Agrobacterium tumefaciens (opalina).
Nicotiana tabacum também foi utilizada para obtencao de transgénicos resistentes a virus
(POWELL-ABEL et al., 1986), tolerantes a herbicidas (COMAI et al., 1987) e resistentes a
insetos-praga. Em 1987, Hilder e colaboradores obtiveram a primeira planta de tabaco
transgénica expressando um gene de inibidor de tripsina do feijao Vigna unguiculata.
Essas plantas apresentaram resisténcia a uma grande variedade de insetos-praga,
incluindo Lepiddépteras do género Heliothis e Spodoptera, Coledpteros do género
Diabrotica e Anthonommous e Ortoptera do género Locusts (GATEHOUSE e
GATEHOUSE, 1998). Este foi 0 ponto de partida para a utilizagdo de plantas transgénicas
expressando inibidores de proteinases como uma estratégia alternativa para o controle de

insetos-praga.

Johnson e colaboradores (1989) obtiveram plantas de tabaco transgénicas
expressando um potente inibidor de tripsina/quimiotripsina de tomate. Larvas de Manduca
sexta alimentadas com folhas deste transgénico apresentaram um retardado significativo
no crescimento. Posteriormente, plantas de tabaco contendo um inibidor de tripsina de
Curcurbita maxima (CmTI) e a toxina Cry1Ab mostraram um aumento de 6 vezes na
atividade inseticida contra Heliothis virescens quando comparadas com plantas
expressando apenas a toxina Cry1Ab (MACINTOSH et al., 1990). Em 1994, McManus e
colaboradores expressaram em tabaco um inibidor de quimiotripsina de batata obtendo
uma reducao no crescimento das larvas de Chrysodeixis eriosoma que se alimentaram

das plantas transgénicas.
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7 - Melhoramento genético de cana-de-acucar

A cana-de-acucar é uma cultura de grande importancia econémica no Brasil e no
mundo. A cultura vem sendo cultivada em regides tropicais e subtropicais em diversos
paises, sendo o Brasil 0 seu maior produtor com cerca de 570 milhdes de toneladas numa
area de aproximadamente 6,7 milhées de hectares (FNP, 2010). O Estado de Sao Paulo
concentra a maior producdo de cana-de-acucar do pais, correspondendo a 60% da safra

brasileira (Unido da industria de cana-de-agtcar — UNICA, 2009).

A agroindustria canavieira € responsavel por gerar milhdes de empregos na area, o
que evidencia a importancia social da cultura (RIBEIRO, 2007), com a geracao de divisas
através da exportacdo de acgucar e alcool e pelo aproveitamento racional da biomassa
vegetal. O bagaco da cana-de-agucar € de grande interesse para o setor energético,
podendo ser utilizado na co-geracao de energia elétrica. As fibras podem ainda servir de
matéria-prima para diversos produtos como papel, racdo animal, etc. O emprego destes
residuos que anteriormente eram descartados contribui para o desenvolvimento

sustentavel e para a geragao de recursos do Brasil (FELIX, 2006).

A transformacao genética de cana-de-agucar tem seu espaco em varias linhas de
pesquisa e é amplamente estudada. A primeira planta de cana-de-acucar geneticamente
transformada foi obtida com sucesso em 1992 por Bower e Birch, através da técnica de
biobalistica utilizando calos de cana-de-agucar como material alvo. As plantas
transformadas obtidas continham o gene neo (nptll), que codifica para a enzima neomicina
fosfotransferase Il, a qual confere resisténcia a antibiéticos aminoglicosideos (canamicina
e geneticina). No mesmo ano, Chowdhury e Vasil bombardearam calos embriogénicos de
cana-de-aglcar com o gene bar, porém, nao conseguiram regenerar nenhuma planta
transgénica, provavelmente devido a idade e tipo de calo utilizado nos experimentos de
transformacdo. A producdo de plantas resistentes a herbicida € uma pratica comum
(FALCO et al., 2000, MANICKAVASAGAM et al., 2004) e o desempenho agronémico e
estudos da herdabilidade em plantas que contém esta caracteristica ja foram executados
no campo (LEIBBRANDT e SNYMAN, 2003; BUTTERFIELD et al., 2002).

Os enormes prejuizos acarretados pela infestacdo da broca-da-cana tém levado os

cientistas a buscar incorporar caracteristicas de resisténcia a esse inseto nos programas
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de melhoramento, por exemplo, com o uso da transgenia. Exemplos de melhoramento
genético usando técnicas de transgenia sdo conhecidos na literatura, embora ainda néo
exista cultivares comerciais de cana disponiveis (MEDEIROS, 2008). A maioria das
tentativas foi realizada utilizando genes da toxina Cry de Bacillus thuringiensis, com o
objetivo de aumentar a resisténcia a brocas que atacam o colmo. Arencibia e
colaboradores (1997), produziram plantas de cana-de-acucar pela transformagcdo com
uma versao truncada do gene cryl(A)b de B. thuringiensis, embora a producao de proteina

tenha sido muito baixa, as plantas apresentaram uma leve atividade larvicida.

Braga e colaboradores (2003) produziram plantas de cana-de-agucar resistentes a D.
saccharalis usando uma versdo reconstruida de cryl(A)b. Estas plantas transgénicas
apresentaram alta resisténcia sob condi¢des de estufa e de campo. Por outro lado, Weng
e colaboradores (2006) usaram uma versao truncada do gene cryl(A)c obtendo niveis de

resisténcia a broca.

Outras estratégias ja foram utilizadas para obter plantas de cana-de-acucar resistentes
a insetos, usando genes de varias fontes. Nutt e colaboradores (1999 e 2005) obtiveram
plantas transgénicas de cana-de-agucar que expressavam no primeiro caso, o inibidor de
proteinase Il da batata, e no segundo trabalho, o gene da lectina de Galanthus nivalis. Os
autores mostraram uma reducdo no peso das larvas de coledpteros de solo que se
alimentam das raizes dessas plantas. Ribeiro (2007) superexpressou 0 gene da
canacistatina, um inibidor de cisteino-proteinase para controle de pragas da ordem
Coleoptera. Falco e Silva-Filho (2003) expressaram em cana-de-acgucar os inibidores de
tripsina Kunitz e Boman-Birk de soja, obtendo uma reducdo no crescimento das lagartas

da broca da cana-de-agucar que se alimentaram das plantas transgénicas.

Neste contexto, a transformagdo genética pode ser empregada nos programas de
melhoramento de cana-de-agucar para insercdo de transgenes visando a obtencao de
variedades tolerantes a diferentes estresses bibtico e abibtico. Além de produzir bons
produtos agricolas, a tecnologia de transformagdo genética oferece também a
possibilidade de estudar os milhares de genes de plantas que foram identificados pelos
programas genomas conduzidos em todo o mundo nos ultimos anos (DONG et al., 2005).
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O controle genético utilizando plantas transgénicas que superexpressam genes de IPs
podera trazer, portanto, uma enorme contribuicdo para o controle de insetos-praga,
diminuindo a utilizacdo de inseticidas quimicos nocivos ao meio ambiente e garantindo

ainda, uma maior produtividade e qualidade da matéria-prima final.

17



lll- OBJETIVOS

1.

Avaliar a eficacia de ILTI nativo (purificada a partir de sementes de /. laurina) como
uma ferramenta antinutricional em relacdo ao desenvolvimento dos insetos-praga
D. saccharalis e H. virescens através da ingestdo de dieta artificial suplementada
com ILTI.

Obter a sequéncia nucleotidica do gene ilti, utilizando-se primers degenerados
desenhados a partir da sequéncia de aminoacidos.

Clonar o gene ilti, expressar e purificar a proteina recombinante ILTI (relLTIl) em E.
coli. Avaliar a atividade inibitéria de relLTI em relacdo a tripsina bovina e as
proteinases presentes no intestino médio das larvas de D. saccharalis e H.
virescens.

Clonar o gene ilti em vetor de transformacdo. Transformar plantas de cana-de-
acucar e tabaco, atraves das técnicas de biobalistica e via Agrobacterium,
respectivamente.

Analisar as plantas transformadas quanto a presenca do gene e producdo da
proteina recombinante. Avaliar o efeito das plantas transformadas sobre suas
respectivas pragas.

A estratégia de trabalho seguida para atingir os objetivos propostos esta
apresentada na Figura 5.
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Figura 5: Fluxo experimental do projeto. Etapas realizadas com inibidor purificado de
sementes (vinho). Etapas realizadas com proteina recombinante (roxo). Etapas realizadas
com o gene ilti e ilti-s (verde). Etapas realizadas com o gene ilti-s (azul).
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IV - MATERIAIS

1 - Espécie Vegetal

As sementes e folhas de /. laurina, foram coletadas na cidade de Campo Grande, no
Estado de Mato Grosso do Sul (Brasil) e foram utilizadas para extragao do inibidor — ILTI.

Fonte: todafruta.com.r

2 - Insetos

Duas espécies de insetos pertencentes a ordem Lepidoptera, D. saccharalis
(Fabricius, 1794) e H. virescens (Fabricius, 1777) (Figuras 2 e 3, respectivamente), foram
cedidas pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra, do Laboratério de Biologia de Insetos,
Departamento de Entomologia, ESALq, Piracicaba-SP. D. saccharalis e H. virescens
foram mantidas em dietas artificiais, de King e Hartley (1985) e Parra e Mihsfeldt (1992),
respectivamente. A metodologia de criagdo adotada para as espécies foi aquela proposta
por Parra (1996), utilizando-se tubos de vidro 2,5 cm de didametro x 8,5 cm de altura,
mantendo-os a 252 °C, UR de 60+10% e fotoperiodo de 14/10 h de claro/escuro (Figura
7).
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Larvas de Spodoptera frugiperda (praga do milho), Agrotis ipsilon (praga que ataca
soja, algodao, feijao e milho) e Tuta absoluta (praga do tomate) também foram cedidas
pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra e utilizadas em ensaio in vitro.

"

Fonte: aces.edu Fonte: fmricol.com.br Fot pathpiva.wife.co

Figura 8: (A) larva de S. frugiperda, (B) larva de A. ipsilon e (C) larva de T. absoluta.

3 - Primers e enzimas

Os primers foram construidos a partir da sequéncia de proteina de interesse e
adquiridos comercialmente da empresa IDT. As enzimas de restricdo utilizadas nos
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experimentos de biologia molecular foram adquiridas das empresas Promega, New
England Biolabs e Fermentas.

4 - Vetores para clonagem e expressao

e Para a subclonagem do gene ilti e ilti-s foi utilizado o vetor pGEM-T Easy
(Promega).

e Para a clonagem de ilti-s em cana-de-agucar foi utilizado o vetor pUBILN
(CAMARGO, 2007).

e Para a clonagem de ilti e ilti-s em tabaco foram utilizados os vetores pRT104
(TOPFER et al., 1987) e pPCAMBIA2301 (Cambia, Austrdlia).

e Para a expressao de ilti foi utilizado uma versdo modificada do vetor pETSUMO

(Invitrogen).

5 - Gene sintético

O gene sintético (ilti-s) que codifica ILTI foi adquirido comercialmente da empresa IDT.
Foi desenhado tendo em base no uso de codons de Saccharum officinarum
(http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4547). A sequéncia de ilti-
s pode ser conferida na Figura 9.

1 ATGAGCATACCGCGCGCCGCGCACCICCTCGTGCTCCICTCCGTCCTAGCTGCCATCTCCCTCTCGTGCGGCGCCGLGGE

81 GGAAGIGGIGGTICGATITCCGATGGCGARATGCTGCGCAATGGCGGCAAGTACTACCTCTCCCCGGCGAACCCGATTGGC
161 GCGGCGCCATITATITCCGCCGCGATCAGGCATGGCGATCACCTCTGCTCCCTCGCCGTCGICTCCGCGCGCTATACCAAC
241 GGCTGGGCCGTGACCATCTCCTCCCCTTACAAGGCCGCGTTICATTAAGACCTCCTGGCCTCTIGARCCTCCGCTICGCCTA
321 TCIGGCCCCGAATGIGIGCACTAACTCCCCTAACTGGGIGGTICGTCAAGTACAAGTCCAGGTICCCTIGGGCCAAGCCGICA
401 TGCTGGGCOACAAGCARGAGTTCGGCAACGCOTICOTIGICCGGCTCCTTCTCCATCGAGACTCACGATACCGARARGCAT
481 CATTATAAGCTGGIGITTAGGCAGCAGGGCCAGGATGAATCCGCCAACATCGGCGTCAAACTCGACTCCGAAGATCGLCG

561 CCGCCIGGICGTCACCGATAAGGAGGCCCTIGATCTTICAAGTTCGACAAGGTGAAGGACAART
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6 - Meios de cultura

6.1 - Murashige & Skoog pH 5,8 (MS agar)

Macronutrientes Micronutrientes Fe-EDTA Qutros
NH,NO; (1,65 g/L) H3BO; (6,2 g/L) FeSO, (1,39 g/L) | Vitaminas de
CaCl,.2H,0 (0,44 g/L) MnSO,.H.O (1,69 g/L) EDTA (1,86 g/L) Gamborg.

KNO3 (1,9 g/L)
MgSO..7H.0 (0,37 g/L)
KH,PO, (0,17 g/L)

ZnS0,4.7H0 (8,6 g/L)

Kl (0,83 g/L)
Na,Mo0O,.2H,0 (0,25 g/L)
CuS04.5H,0 (25 mg/L)
CoCl,.6 H.O (25 mg/L)

sacarose (25 mg/L)

agar (8 g/L)

6.2 - Luria-Bertani pH 7,0 (LB)

10 g/L de peptona

5 g/L de extrato de levedura

10 g/L de NaCl

6.3 — LB/Agar (2,0%)

2,0% de agarem 1 L de LB (m/v)
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V - METODOS

1 - Isolamento do inibidor de tripsina de /. Jaurina (ILTI)

ILTI foi obtido de acordo com o método descrito por Macedo e colaboradores (2011).
As sementes de /. laurina sem tegumento foram moidas e peneiradas para obtencédo de
uma farinha de fina granulacéo, a qual foi submetida a delipidacdo com hexano. A farinha
delipidada foi submetida a uma extracao proteica com tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH
7,6, na proporcéao de 1:10 (p/v), sob agitacao constante overnight em temperatura de 4 °C.
Apo6s a homogeneizacao, o material foi centrifugado a 7.500 x g durante 30 min a 8 °C, o
sobrenadante foi separado e dialisado por 24 h contra agua destilada a 4 °C, liofilizado e
denominado Extrato Bruto (EB). A fracéao liofilizada (50 mg) foi dissolvida em tamp&ao Tris-
HCI 0,05 M, pH 8,0, e aplicada em uma coluna de troca ibnica DEAE-Sepharose (2 x 20
cm) equilibrada previamente com o0 mesmo tampao, em um fluxo de 30 ml/h. A fragdo que
apresentou atividade anti-triptica na coluna DEAE-Sepharose (5 mg) foi aplicada em uma
coluna de troca i6nica HiTrap Q Sepharose (5 ml), equilibrada com tampao Tris-HCI 0,02
M, pH 8,0, em um fluxo de 30 ml/h. A deteccdo das proteinas foi feita em
espectrofotdmetro a 280 nm. A quantificagéo da proteina foi realizada usando o método de
Bradford (1976).

2 - Avaliacao de ILTI sobre o desenvolvimento larval de D. saccharalis e H. virescens

Para avaliar o efeito de ILTI no desenvolvimento dos insetos, larvas neonatas foram
colocadas em tubos de vidro cobertos com algodéao, e ILTI foi adicionado a dieta artificial a
uma concentracdo de 0,1% para D. saccharalis e 0,5% para H. virescens. Uma dieta
controle, sem o inibidor, também foi preparada. Entre as concentracdes testadas de ILTI,
os valores de 0,1% e 0,5% de inibidor para D. saccharalis e H. virescens,
respectivamente, foram escolhidos porque o efeito de ILTI na sobrevivéncia das larvas
nestas concentracdes foi considerado adequado para experimentos in vivo. O tratamento
para D. saccharalis foi composto por dez repeticbes contendo quatro larvas (n = 40), e o
tratamento para H. virescens foi composto por vinte repeticdes contendo uma larva por
tubo (n = 20). A diferenga no numero de repeticoes entre os tratamentos foi devido (i) as
diferencas de tamanho das larvas das duas espécies, (ii) diferencas de comportamento e
(iii) as quantidades de proteina ILTI necessaria para os testes. No final do quarto instar, o
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peso, o numero de larvas, o consumo larval e a producéo fecal foram analisados para a
avaliacao dos parametros nutricionais. A atividade triptica dos extratos do intestino médio

e das fezes também foi determinada.

3 - Parametros nutricionais

Os parametros nutricionais foram comparados entre as larvas de quarto instar
alimentadas com dieta controle e dieta suplementada com ILTI. As larvas foram pesadas,
mortas por congelamento e levadas a estufa (50 °C), juntamente com a sobra da dieta e
as fezes existentes nos tubos, visando a obtencdo do peso de sua matéria seca, do
alimento consumido, do ganho de peso das larvas, essenciais para determinagao dos

indices de consumo e utilizacao de alimento.

Para a determinacdo dos indices de nutricdo quantitativa da fase larval, adotou-se a
metodologia proposta por Waldbauer (1968) e Farrar e colaboradores (1989). Para o
calculo destes indices, foram utilizados os seguintes pardmetros (em peso de matéria

seca):

B = peso médio das larvas

| = peso do alimento ingerido
F = peso das fezes produzidas
I-F = alimento assimilado

Foram determinados os indices de consumo e utilizacdo para cada tratamento, por
meio da analise de quatro parametros: Eficiéncia de Conversao do alimento Ingerido
(ECI), Eficiéncia de Conversao do alimento Digerido (ECD), Custo Metabdlico (CM) e
Digestibilidade Aproximada (AD), através das seguintes férmulas:

ECI — estima a percentagem do alimento ingerido que foi transformado em biomassa.

ECI = B x 100

ECD - estima a percentagem do alimento digerido convertido em biomassa.

ECD = B x 100
I-F
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CM - representa a percentagem do alimento metabolizado em energia para manutencao
dos processos vitais.

CM = 100 - ECD

AD - representa a percentagem do alimento ingerido que € efetivamente assimilado pelo
inseto. E uma aproximagcao da tomada real de nutrientes através das paredes do intestino.

AD = I-F x 100
I

4 - Obtencao das enzimas do fluido intestinal dos insetos

Larvas de quarto instar de D.saccharalis, H. virescens, S. frugiperda, Agrotis ipsilon e
Tuta absoluta, foram imobilizadas em nitrogénio liquido e tiveram seus intestinos
removidos com o auxilio de pingas. Os intestinos foram congelados em nitrogénio liquido e
macerados. O homogenato obtido foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e quantificado através da metodologia desenvolvida por
Bradford (1976) e utilizado imediatamente como fonte de enzimas nos ensaios

enzimaticos ou entdo armazenado a -20 °C.

5 - Preparacao das fezes

Fezes das larvas de quarto instar de D. saccharalis e H. virescens foram coletadas e
estocadas a -20 °C. Para utilizagdo nos ensaios enzimaticos, as fezes foram
homogeneizadas em tampao Tris 0,05 M, pH 8,0 e centrifugadas a 20.000 x g por 10 min
a 4 °C, e os sobrenadantes foram imediatamente utilizados.

6 - Determinacao da atividade enzimatica

Com a finalidade de analisar a resposta das proteinases de D. saccharalis e H.
virescens frente a acdo de ILTI, a atividade das enzimas do tipo tripsina presentes nos
extratos do intestino médio e fezes destas larvas, alimentadas em dieta controle e dieta
contendo ILTI, foi determinada pela hidrélise do substrato especifico BAPNA (N-a Benzoil-
DL-Arginil-p-Nitroanilida) seguindo a metodologia desenvolvida por Erlanger e
colaboradores (1961). Os extratos foram incubados com tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0 a
37 °C por 10 min. ApGs incubagao, 200 pl de BAPNA a 1 mM foi adicionado, completando
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um volume final de 270 pl/pogo. O tempo total do ensaio foi de 30 min. A mudanga na
absorbancia a 410 nm subtraida a leitura da solucao do branco foi detectado no leitor de
microplacas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices). O ensaio foi realizado em
triplicata.

7 - Efeito de ILTI sobre as enzimas digestivas de diferentes insetos-praga

A atividade inibitéria de ILTI foi testada contra as proteinases intestinais de (1) D.
saccharalis e H. virescens alimentados em dieta controle ou dieta contendo inibidor e (2)
S. frugiperda, A. ipsilon e T. absoluta alimentadas em dieta artificial. BAPNA (1 mM) foi
utilizado como substrato. Diferentes concentragdes de ILTI foram incubadas junto a
concentracdes fixas de extratos intestinais. Apds o periodo de incubacédo de 10 min a 37
°C, 200 ul de substrato foram adicionados, completando o volume final de 270 pl, e o
ensaio decorreu durante 30 min. O ensaio foi acompanhado a 410 nm e a porcentagem de
inibicdo contra cada extrato intestinal foi calculada apds a subtracédo de seus respectivos
brancos, levando em consideracdo que a atividade enzimatica maxima foi obtida na

auséncia do inibidor. Para cada concentragdo de inibidor trés replicatas foram preparadas.

8 - Digestibilidade in vitro de ILTI pelas enzimas digestivas de D. saccharalis e H.

virescens

ILTI foi dissolvido (2 mg/ml) em tampao Tris 0,01M, pH 8,0. Os extratos de intestino
médio das larvas foram preparados de acordo com o método descrito detalhadamente no
item 4. Para a realizacao do ensaio de digestibilidade in vitro, ILTI foi incubado com extrato
de intestino médio na proporao de 1:10 (p/p). Os ensaios foram realizados a temperatura
de 37 °C, nos intervalos de tempo 0, 1, 3, 6, 12, 24 e 48 h e a reacao foi interrompida por
imersao dos tubos em agua a 100 °C por 2 min. As proteinas foram em seguida separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% na presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE).

9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). A eletroforese foi conduzida

em uma cuba, com gel de concentragcdo com 5% de acrilamida, e gel de separagdo com

27



12,5% de acrilamida. As amostras e 0 marcador de massa molecular foram dissolvidos em
tampao de amostra para eletroforese. As proteinas utilizadas como marcadores de peso
molecular foram: fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovalbumina (43
kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa) e a-lactoalbumina
(14 kDa). A corrida eletroforética foi realizada com corrente constante (30 mA) e voltagem
livre. O gel foi corado com solucdo de Coomassie Blue 0,1% overnight e o excesso de

corante removido em acido acético 7%.

10 - Analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios bioquimicos foram submetidos a analise da variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o

programa Instat.

11 - Isolamento e sequenciamento do gene ilti

11.1 - Extracao de DNA genémico de /. laurina

A extracdo de DNA gendmico de 1. laurina foi realizada utilizando o protocolo de CTAB
(orometo de cetil-trimetil-aménio) descrito por Doyle e Doyle (1990). Folhas jovens de /.
laurina foram coletadas e maceradas em nitrogénio liquido com o auxilio de um cadinho e
pistilo de porcelana. As folhas maceradas foram distribuidas em tubos de microcentrifuga
eppendorf e foram adicionados 500 pl de tampao de extragao previamente aquecido a 65
°C (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0 ¢ 0,2% de B-
mercaptoetanol). Os tubos foram submetidos a agitacdo no vortex e incubados a 60°C por
30 min. Apés incubacgéo os tubos foram mantidos a temperatura ambiente, posteriormente
foi adicionado 500 ul de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v) e os tubos foram
submetidos a agitacdo no vortex e centrifugacao por 15 min, 18.000 x g a 4 °C. A fase
aquosa (fase superior) foi removida e submetida novamente a extracdo com
cloroférmio:alcool isoamilico. Foi adicionado 3,0 yl de RNAse (10 mg/ml) e as amostras
foram incubadas por 20 min a 37 °C. Para a precipitagdo do DNA gendmico foi adicionado
0,7 vezes o volume coletado de isopropanol e as amostras foram misturadas suavemente.
O precipitado de DNA foi obtido por centrifugacdo a 18.000 x g durante 30 min a 4 °C.
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Depois da lavagem com etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 20 ul de agua MilliQ
autoclavada. O DNA foi estocado a 4 °C.

11.2 - Reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR)

O gene ilti foi amplificado por PCR diretamente do DNA gendmico usando primers
degenerados (Tabela 1), que foram desenhados tendo em base a sequéncia de
aminoacidos da proteina ILTI publicada por Macedo e colaboradores (2007). A reacao de
amplificacado foi realizada em volume final de 20 pl utilizando 15 pmol/ul de primers (direto
e reverso), 50 mM MgCl,, 10 mM de dNTP, 2,0 ul de tampé&o da PCR (PCR buffer 10X —
100mM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCI), 1U da enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e

como molde 20 ng de DNA gendmico de /. laurina.

O programa utilizado para a PCR foi constituido pelas seguintes etapas: 1)
desnaturacao inicial do DNA molde a 94 °C por 3 min; 2) a temperatura de desnaturagéo é
mantida por mais 50 s; 3) mudanga da temperatura para respectiva TA (Temperatura de
Anelamento) (ver Tabela 1) para anelamento dos primers durante 50 s; 4) para extensao a
temperatura foi alterada para 72 °C, mantida por 1 min; 5) Para a amplificagéo de ilti os
passos 2 a 4 foram repetidos por 30 vezes. Apds os 30 ciclos, um ultimo ciclo de extensao
de 7 min a 72 °C foi realizado. A reacdo de amplificagéo foi conduzida em termociclador
(Veriti, Applied Biosystems).

O material amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0%, utilizando
voltagem constante de 90 V durante 30 min. O gel de agarose foi preparado dissolvendo a
agarose em tampédo TAE 1X (40 mM Tris-acetato, pH 8,0 e 1 mM EDTA) ao qual foi
adicionado 2,5 yl de Brometo de etidio (10 mg/ml) (AMRESCO). Apds a separagao
eletroforética, o gel foi fotodocumentado em fotodocumentador (ChemiDoc System- Bio
Rad).
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Tabela 1: Primers utilizados para amplificagcdo e sequenciamento do gene ilti.

Isolamento de ilti

Sequéncia TA
Primers Sequéncia (5’ - 3’) o .
nucleotidica obtida (°C)
1) ILTI-F-1 (Direto) GTHGAYWSHGAYGGHGARATGYTHMG 57
2) ILTI-F-2 (Direto) ATGYTHMGHAAYGGHGGHAARTAYTA 57
3) ILTI-F-3 (Direto) GTHTGYACHAAYWSHCCHAAYTGG 16 ao 339 57
4) ILTI-R-1 (Reverso) CCRAAYTCYTGYTTRTCHCCHARCAT 57
5) ILTI-R-2 (Reverso) CCDATRTTHGCHSWYTCRTCYTGHCC 57
6) ILTI_F_int (Direto) GGGTCGTCGTAAAGTCTCGTAG 12 a0 441 56
7) ILTI_F_333pb (Direto) TGCCTTTGTTTCTGGTTCGTTC 52
10 ao 534
8) ILTI_R1_fim (Reverso) ATTRTCCTTNACCTTRTCGAACTTG 52
9) ILTI-F4inicio (Direto) GAGGTBGTBGTBGTBGACTCWGACGGC 56
1 ao 534
10) ILTI-Rfinal (Reverso) ATTGTCCTTGACCTTGTCGAACTTG 56
1) M13 (Direto) GTAAAACGACGCCGCCCA ) 50
Sequenciamento pGEM
12) M13 (Reverso)
AACAGCTATGACCATG - 50

Sequenciamento pGEM

*Cédigo degenerado: B= C/G/T; D= A/G/T; H= A/C/T; K= G/T; M= A/C; N= A/C/G/T; R= A/G; S= C/G; V=

A/C/G; W= A/T; Y=C/T
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11.3 - Clonagem do gene ilti no vetor pGEM-T Easy

O fragmento amplificado por PCR foi clonado no pGEM-T Easy (Promega) (Figura 10),
um vetor linearizado adequado para clonagem de produtos de PCR. Este apresenta
timidinas adicionadas as suas extremidades 3’, permitindo uma melhor compatibilidade de
tais extremidades com o produto de PCR gerado pela Tag DNA polimerase, ja que esta
enzima adiciona desoxirriboadenosina ao terminal 3’ dos fragmentos amplificados na PCR.
Adicionalmente, a presenca das timidinas aprimora a eficiéncia de ligagao dos produtos de
PCR, pois previne a recircularizagao do vetor. O pGEM-T Easy também apresenta o sitio
multiplo de clonagem inserido no gene lacZ, que codifica a enzima (-galactosidase, o que
possibilita a identificacdo dos clones recombinantes através da diferente coloracdo das
coldénias na presenca e auséncia desta enzima e de compostos analogos a galactose

(www.promega.com).

A clonagem do gene ilti no vetor pGEM-T Easy foi executada seguindo as
especificacbes do kit. O produto da reacdo de ligacao (pGEM-ilt) foi usado para
transformar bactérias eletrocompetentes da linhagem DH5a de E. coli (Invitrogen). O vetor

possui 0 gene que codifica para a B-lactamase que confere resisténcia a ampicilina.
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Figura 10: Mapa do vetor pGEM-T Easy. Extraido de pGEM-T and pGEM-
T Easy Vector Systems — Technical Manual.

31


http://www.promega.com/

11.4 - Preparo de células eletrocompetentes (E. coli)

O preparo de bactérias eletrocompetentes foi realizado segundo o protocolo descrito
por Sambrook e colaboradores (2001). Uma colbénia da cepa de interesse crescida em
meio Luria Bertani (LB) sélido (sem antibidtico no caso da linhagem DH5a) foi inoculada
em 5 ml de LB liquido e cultivada por 16 h a 37 °C sob agitacdo constante de 200 rpm

(pré-cultura).

Uma aliquota de 1 ml da pré-cultura foi utilizada para inocular 100 ml de LB. A cultura
foi incubada a 37 °C sob agitacao até atingir a absorbancia de 0,6 a 600 nm. Apos esse
tempo a cultura foi incubada no gelo por 10 min, e as células coletadas por centrifugacao a
4000 x g por 15 min a 4 °C. Entdo o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 200 ml de agua ultrapura, estéril e gelada. Em seguida as células
foram coletadas por centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes anteriores. As células foram
ressuspendidas em 100 ml de solucao de glicerol 10% estéril e gelada. A suspensao
celular foi novamente centrifugada a 4000 x g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 240 pul de glicerol 10% estéril e
gelado. Aliquotas de 40 ul desta suspensao bacteriana foram feitas e armazenadas a -80
°C.

11.5 - Transformacao de células eletrocompetentes (E. coli)

Uma aliquota de bactérias eletrocompetentes da linhagem DH5a de E. coli foi retirada
do freezer -80 °C e mantida em gelo. Nesta aliquota foi adicionado 5 pl do produto de
ligacdo (pGEM-ilti), ficando as células incubadas no gelo durante 2 min. Em seguida, o
conteudo do tubo foi transferido para uma cubeta de eletroporagéo de 0,1 cm (gelada) e a
esta foi aplicado um pulso de 2,5 kV/cm. Imediatamente foi adicionado 1 ml de meio LB
liquido. Depois de incubar 1h a 37 °C, uma aliquota de 150 pl da suspensao celular foi
plagueada em meio LB sélido contendo ampicilina (50 pg/ml) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-
indolil-beta-galactopiranosideo) (30 mg/ml).

11.6 - Selecao dos transformantes

A identificacdo de transformantes foi feita através da coloracdo diferenciada das
colbnias crescidas na placa, branca e azul, esta ultima devida a clivagem do X-gal pela
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enzima B-galactosidase. Esta enzima nao é expressa no caso da ligagcdo de um inserto no
vetor, pois isso ocorre no meio do gene que codifica a 3-galactosidase, assim as colbnias
brancas sao positivas para a ligagdo do inserto de interesse no vetor (SAMBROOK, 1989).

O antibiético foi utilizado para selegao das células que contém o plasmideo.

Os possiveis clones recombinantes foram cultivados em 5 ml de meio LB contendo
ampicilina durante 16 h sob agitacdo constante a 37 °C. As culturas foram entédo
centrifugadas a 1.700 x g por 10 min e os plasmideos recombinantes foram purificados
com o sistema de mini preparacao de plasmideo PureLink Hipure Plasmid DNA purification
(Invitrogen) de acordo com as recomendacodes do fabricante.

A confirmacao dos clones transformantes com o gene recombinante foi realizada por
PCR usando primers degenerados (direto: ILTI-F4inicio e reverso: ILTI-Rfinal, Tabela 1),
por analise de restricdo com a enzima EcoRI e por sequenciamento em ambas direcoes
utilizando os primers M13 direto e M13 reverso (Tabela 1) e o protocolo do kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems), segundo recomendacdes do
fabricante. As amostras foram aplicadas em sequenciador (3500 Genetic Analyzer -
Applied Biosystems), os cromatogramas resultantes foram analisados utilizando o
programa Chromas e as sequéncias foram analisadas utilizando a ferramenta BLAST
disponiveis em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

12 - Expressao da proteina relLTl no vetor pPETSUMO

Os primers construidos para clonagem e sequenciamento do gene no vetor pETSUMO
estdo listados na tabela a seguir:
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Tabela 2: Primers utilizados para clonagem e sequenciamento do gene ilti no vetor pETSUMO. A
regiao sublinhada corresponde ao sitio de restricdo inserido.

Clonagem e sequenciamento

TA (°C)
Pri Sequéncia (5 - 3) Sitio de
rimers equéncia (5 - ili
q restrigio utilizada
na PCR
ILTI_BamHI_F (Direto) Clonagem
GGATCCGAGGTGGTGGTGGACTCAG BamHI 61

em pETSUMO e sequenciamento

ILTI_Sall_R (Reverso) Clonagem
em pETSUMO e GTCGACCTAATTGTCCTTGACCTTGTCG Sall 61

sequenciamento

T7 (Direto) Sequenciamento TAATACGACTCACTATAGGG - 53

T7 (Reverso) Sequenciamento CTAGTTATTGCTCAGCGG - 53

Os primers ILTI_BamHI_F e ILTI_Sall_R foram desenhados com o intuito de amplificar
um fragmento para a subclonagem no vetor pGEM-T Easy e, posteriormente, clonagem
no vetor de expressdo pETSUMO, em fase de leitura correta. Para tanto, foram
adicionados aos primers, sitios de restricao para as endonucleases BamHI| e Sall (Tabela
2, bases sublinhadas), os quais estao presentes no vetor pETSUMO. O gene ilti foi entao
amplificado por PCR utilizando esses primers. Em seguida o produto de PCR foi ligado ao
vetor pGEM-T Easy, e ap06s a selecao dos clones positivos, o fragmento correspondente a
sequéncia da proteina foi removido por meio das enzimas de restricdo (BamHl/Sall) e
ligado no vetor pETSUMO (versdo modificada; ver a seguir), digerido com as enzimas de
restricdo correspondentes. Para a realizagao das reacdes de digestdo do plasmideo e do
gene, assim como para a reagao de ligacdo foram seguidas as recomendacdes dos

fabricantes das enzimas utilizadas.

Uma vez realizada a reacao de ligacdo se procedeu a transformagédo do produto da
reacdo em linhagem de E.coli (DH5a) eletrocompetente, utilizando o protocolo descrito no
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item 11.5. A selecdo dos transformantes foi realizada por andlise de restricdo usando as
mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os primers especificos e

por sequenciamento com primers T7 e 0s primers especificos para o gene.

O vetor pETSUMO utilizado é uma versdo modificada produzida no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) (Figura 11), este vetor foi derivado do vetor pET28a
(Novagen) no qual foi adicionado a proteina SUMO (do pETSUMO original Invitrogen),
esta permite um aumento na expressao e solubilidade da proteina recombinante. Além
disso, a estrutura terciaria da proteina SUMO é reconhecida de forma especifica e clivada
pela enzima SUMO-Protease, resultando assim na producdo da proteina recombinante
nativa. A proteina SUMO ¢é originaria da Saccharomyces cerevisiae, que faz parte da
familia da proteina “ubiquitina-like” responsavel por regular varios processos celulares.
Este vetor contém ainda histidinas na sua extremidade N-terminal, que permite a
purificacdo da proteina recombinante por técnicas de cromatografia de afinidade com
resinas de sepharose combinadas com o niquel e a sua identificacdo usando anticorpos

especificos para a cauda de histidinas.

A expressao do gene de interesse € controlada por um promotor bacteriéfago T7 forte
que foi modificado para conter um “lac operator’. Para a expressao do gene, é necessario
o suprimento com T7 RNA polimerase para as células, que € fornecido pela E. coli BL21
(DE3) que, quando em quantidade suficiente, liga-se ao promotor T7 e transcreve o DNA
clonado no vetor pET, produzindo grandes quantidades de mRNA que é entdo utilizado
pela bactéria para produzir grandes quantidades da proteina recombinante (STUDIER et
al., 1990).

A bactéria BL21(DES3) € uma linhagem lisogénica muito utilizada no sistema pET de
expressao. Ela é obtida pela infecgdo da E. coli BL21 pelo fago DE3, um derivado do fago
A, que contém clonado o gene da T7 RNA polimerase sob controle do promotor lacUV5. E
capaz de produzir T7 RNA polimerase, quando o promotor lacUV5 for induzido com
isopropiltiol-B-D-galactosideo (IPTG) adicionado ao meio de cultura.
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T7 terminator - 26

Xhol - 158

Notl - 166

HindlIl - 173

Sall -179

Sacl - 190
EcoRI| - 192
BamHI - 198
Nhel - 495

pETSUMO - Sincrotron
5633 bp

Figura 11: Mapa do vetor. O vetor contém gene de resisténcia a
canamicina (Kan), origem de replicacdo em bactérias (ori),
sequéncia que codifica proteina repressora do lacUV5.

12.1 - Transformacao em E. coli e inducao da expressao da proteina recombinante

A linhagem utilizada para expressédo da construgédo resultante pETSUMO-relLTI foi a
E. coli Rosetta 2 (Novagen), resistente a cloranfenicol, derivada da BL21 (DE3) e
designadas para aprimorar a expressao de proteinas eucariéticas que contém codons
raramente vistos em E. coli. E. coli BL21 é a bactéria mais utilizada para expressao de
proteinas, possui baixos niveis de producao de proteases, evitando, assim, a degradacéo
proteolitica da proteina recombinante. Para transformacéo foi utilizado o protocolo de

eletroporacao descrito no item 11.5.

Colbnia contendo a construgéo foi crescida em 50 ml de meio LB contendo 100 pg/ml
de canamicina e 100 pg/ml de cloranfenicol durante 16 h a 37 °C em rotagdo de 250 rpm.
Foi determinada a densidade 6ptica do pré-in6culo a ODggp Nm. A partir dessas medicoes,
aliquotas dessas culturas foram adicionadas em 500 ml de meio LB com os antibiéticos
ficando a uma ODgy Nm de 0,1. Quando a cultura atingiu ODggp Nm de 0,6, a expressao da
proteina de interesse foi induzida mediante a adicdo de 1 mM de isopropiltiol-B-D-
galactosideo (IPTG). A indugéo foi realizada a 37 °C sob agitacao de 250 rpm durante 4 h.
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Ao término desse tempo, o0 sedimento bacteriano foi coletado por centrifugagéo a 2.056 x
g por 20 min a 4°C. As células foram ressuspendidas em 10 ml de tampao de lise (20 mM
Tris-HCI, pH 8,0, contendo 0,1% de lisozima (p/v) e 2% de sulfato de estreptomicina (p/v)
e 150 mM NaCl) e sonicadas para o rompimento das células. Para a lise foram utilizados 4
pulsos de 20 s. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 18.000 x g por 30 min a 4 °C, e
o sobrenadante foi separado. O sobrenadante foi aplicado em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) para a determinacao da presenca da proteina soluvel.

12.2 - Purificacao de relLTI

O vetor pETSUMO possui 6 histidinas no seu N-terminal, isto facilita o processo de
purificacdo da proteina recombinante através da cromatografia de afinidade. Para isso, é
utilizada uma resina contendo um ion metalico imobilizado, no caso o niquel. Os anéis
imidazélicos das histidinas s&o capazes de interagir com o niquel, ficando retidas na
coluna (PORATH, 1975; ZHAO et al., 1991).

Para purificacdo, foi utilizada a coluna de afinidade HiTrap Chelating 5 ml (GE),
previamente carregada com niquel e equilibrada com o tampao (10 mM Tris-HCI, pH 8,0,
150 mM de NaCl e 5 mM imidazol) com fluxo de 1 ml/min. Posteriormente os
sobrenadantes da lise foram aplicados. Lavagens sucessivas com 0 mesmo tampao, mas
formando um gradiente de imidazol de 30 - 200 mM foram realizadas até a eluicdo da
proteina. As fragdes contendo a proteina fusionada (SUMO-relLTI) foram dialisadas com
tampao 20 mM de Tris-HCI, pH 8,0 e 150 mM de NaCl e concentradas. A proteina de
fusédo concentrada (5 ml) foi incubada com 10 ul da enzima SUMO-Protease (ULP-1) por 4
h, para remoc¢ao do peptideo N-terminal contendo as 6xHis e SUMO. A proteina clivada foi
purificada novamente utilizando a coluna HiTrap. O Eluido da coluna foi entdo purificado
com cromatografia de afinidade Sepharose-tripsina, equilibrada com 100 mM de tampao
fosfato, pH 7,6, contendo 100 mM de NaCl. A proteina ILTI foi eluida da coluna utilizando
100 mM de HCI. As fragdes foram analisadas usando SDS-PAGE, e a concentragdo de
proteina foi determinada utilizando o ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976) com
albumina de soro bovino (BSA) como padrao.
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13 - Transformacao genética de cana-de-acucar com gene ilti-s

13.1 - Material vegetal

A variedade de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) SP 80-3280 foi utilizada
para producdo de calos embriogénicos e na transformagédo genética. Os experimentos
foram conduzidos no Centro de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas, Escola Superior de Agronomia “Luiz de Queiroz” (ESALQ) sob a

supervisao da prof. Dra. Helaine Carrer.

13.2 - Obtencao de calos

Plantas de cana-de-acucar da variedade SP 80-3280, com idade de 8 a 10 meses
foram utilizadas para retirada dos explantes utilizados nos experimentos in vitro. A regiao
da planta utilizada para inducdo de calos € a porgcédo apical do colmo (ponteiro), que
contém a regido meristematica apical envolvida por folhas jovens enroladas, denominada
de palmito. As etapas da metodologia utilizada para obtencdo de calos embriogénicos
estdo na Figura 12. A porgéo apical (ponteiro) (Figura 12A) foi cortada e duas ou trés
folhas externas foram removidas e os palmitos (Figura 12B), com aproximadamente 15 cm
de comprimento, foram retirados e submetidos a assepsia (Figura 12C). Em seguida, eles
foram lavados com etanol 70% sob agitacao manual vigorosa, 3 x 30 s. Posteriormente os
palmitos foram transferidos para agua destilada autoclavada para evitar a desidratacao do
tecido. Com auxilio de pingas e laminas de bisturi esterilizadas, os palmitos foram cortados
transversalmente em segmentos de 2 a 3 mm de espessura (Figura 12D) e transferidos
para solucao de acido citrico (150 mg/L) para evitar oxidacao. Depois de 5 min os discos
foliares foram colocados em contato com um papel de filtro esterilizado para retirar o
excesso da solucdo de acido citrico e imediatamente transferidos para meio de cultura
(Figura 12E) (BOWER et al. 1996; BARBOSA, 2010).

Estes explantes foram cultivados em meio de cultura denominado MS3c que é o meio
basal MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 5% de agua de coco, 3
mg/L de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 150 mg/L de acido citrico, 30 g/L de
sacarose e solidificado com 2,3 g/L de Phytagel (Sigma), pH 5,8. Este material foi
incubado em camara de crescimento no escuro com temperatura de 27+2 °C.
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Figura 12: Sequéncia para obtencao de calos embriogénicos in vitro. (A) Ponteiro de cana. (B)
Segmento da porcdo apical que contém a regido meristematica apical envolvida por folhas
jovens enroladas (Palmito). (C) Assepsia dos palmitos em etanol 70%. (D) Cortes transversais
de aproximadamente 2 mm de espessura. E: Discos foliares introduzidos in vitro. Fotos de
Picelli, 2010.

A cada trés semanas, os explantes eram repicados e transferidos para meio fresco.
Na transferéncia de meio de cultura, realizaram-se as sele¢cdes de calos com aspectos
pré-embriogénico e embriogénico (compactos e facilmente destacaveis da estrutura
original).

13.3 - Construcao do vetor com o gene ilti-s para transformacao genética

Devido as dificuldades para a obtencédo da sequéncia completa do gene ilti por meio
da utilizagdo de primers degenerados, decidiu-se, em paralelo, mandar sintetizar o gene ilti
tendo em base no uso de cédons da cana-de-acucar. Como a sequéncia de aminoacidos
de ILTI publicada por Macedo e colaboradores (2007) ndo comega com o aminoacido
metionina e segundo informagdes de outros artigos que demostraram a presenga de
peptideo sinal nos inibidores de tripsina (SONG et al. 1993, LI et al. 2008), sugerimos que
ILTI possui peptideo sinal. Por este fato, foi inserida a sequéncia do peptideo sinal de um
inibidor de alfa amilase de cana-de-agucar no gene ilti.
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Para amplificagdo do gene ilti-s utilizou-se os primers direto ILTI_BamHI_F e reverso
ILTI_Kpnl_R (Tabela 3). Os primers foram desenhados segundo a sequéncia completa do
gene ilti-s. Adicionou-se a extremidade 5’ do primer direto e do primer reverso a sequéncia
referente aos sitios de restricdo da enzima BamHl e Kpnl, respectivamente, para
clonagem do inserto no vetor pGEM-T Easy e subsequentemente no vetor de
transformacdo. A reagdo de PCR foi realizada conforme o seguinte protocolo:
desnaturacao inicial por 5 min a 94 °C; 30 ciclos: 50 s a 94 °C (desnaturagao), 40 s a 52
°C (anelamento dos primers), 1 min a 72 °C (extensao); extensao final por 7 min a 72 °C.
Em seguida o produto de PCR (636 pb) foi ligado ao vetor pGEM-T Easy, e ap6s a
selecdo dos clones positivos, o fragmento correspondente ao gene ilti foi removido por
meio das enzimas de restricao (BamHI/Kpnl) e ligado no vetor pUBILN, digerido com as
enzimas de restricdo correspondentes. Para a realizagdo das reagbes de digestao do
plasmideo e do gene, assim como para a reagdo de ligacdo foram seguidas as
recomendacdes dos fabricantes.

Uma vez realizada a reacao de ligagdo se procedeu a transformagédo do produto da
reacao em linhagem de E.coli (DH5a) eletrocompetente, utilizando o protocolo descrito no
item 11.5. A selecdo dos transformantes foi realizada por andlise de restricdo usando as
mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os primers especificos e
por sequenciamento com primers pUBILN e os primers especificos para o gene (Tabela
3).
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Tabela 3: Primers utilizados para clonagem e sequenciamento do gene ilti no vetor pUBILN. A
regiao sublinhada corresponde ao sitio de restri¢ao.

Clonagem e sequenciamento
TA (°C)
Pri Sequéncia (5 - 3) Sitio de
rimers equencia - ili
q restrigio utilizada na
PCR
ILTI_BamHI_F (Direto)
Clonagem em pUBILN e GGATCCATGAGCATACCGC BamHlI 52
sequenciamento
ILTI_Kpnl_R (Reverso)
Clonagem em pUBILN e GGTACCTCAATTGTCCTTGACC Kpnl 52
sequenciamento
PUBILN (Direto) CAGGCTTTACACTTTATGCTTCC 50
Sequenciamento
pUBILN (Reverso) CAAATGTTTGAACGATCGGTACC 5
Sequenciamento

A transformagdo genética de calos embriogénicos foi realizada pelo método da
biobalistica, por meio da co-transformacéao dos plasmideos pHA9 e pUBILN. O plasmideo
pHA9 (Figura 13) (Ubi-1 :: gene neo :: terminador Nos) contém o cassete de expressao do
gene neo. Este plasmideo € utilizado como marcador de selecdo, pois confere resisténcia
aos antibiéticos aminoglicosidicos como, por exemplo, a canamicina e a geneticina, sendo
este ultimo o agente seletivo preferencial para monocotiledéneas, como o caso da cana-
de-agucar (BOWER e BIRCH, 1992; FITCH et al., 1995; FALCO, 2000). O outro plasmideo
utilizado foi o pUBILN (Figura 14) (gentilmente cedido pelo prof. Dr. Marcelo Menossi, da
UNICAMP), originario do pRT104 (TOPFER et al., 1987) e pAHC17 (CHRISTENSEN e
QUAIL, 1996). Esse vetor contém o promotor da ubiquitina de milho (pUBI) e o terminador
da nopalina sintase (nos), além de um sitio multiplo de clonagem. Os dois plasmideos
utilizados possuem o gene de interesse sob controle do promotor do gene da ubiquitina do

milho, esse promotor constitutivo apresenta altos niveis de expressdao em
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monocotiledéneas (CHRISTENSEN e QUAIL, 1996; WEI et al., 2003), além de mostrar-se
relativamente estavel quanto ao silenciamento dos transgenes, problema frequentemente
encontrado em cana-de-agucar (MUDGE et al., 2009).

pHAQ (5743 pb)
HS P TTSaBg XE X PSa X B 5a B Sa P E H
LL] | | | | Ll pUCS
Ubi-1 neo T-nos /
neo(F)  neo(R)

Figura 13: Esquema representativo do plasmideo pHA9 que contém o cassete de
expressao do gene neo (neomicina fosfotransferase), sob o controle do promotor da
ubiquitina do milho (Ubi-1) e o terminador da nopalina sintase (7-nos). As setas indicam a
posicao dos primers neo (Direto) e neo (Reverso). Sitios de restricdo: B: BamHI, Bg: Bglll,
E: EcoRl, H: Hindlll, P: Pstl, As: Sall, Sp: Sphl, T: Tthl, X: Xbal.

HindllI - 1 - A'AGCT T
Spkl-11-G_CATG'C
Xbal. 46. T'CTAG A

Pyull - 4765 - CAG'CTG

Kol -T09 - C'TCGA_G
MNael - 788 - GCC'GGC
Bgll- 792 - GCCn_nmm'nGGC
Bglll - 955 - A'GATC_ T
Xbal - 1036 - T'CTAG_A - dam meihylated!
Neel - 1055 - C'CATG_G
Nkel- 1128 - G'CTAG_C

Hbe] - 1391 - T'CTAG_A - dam methylated!
/ EcoR1-1405 - G'AATT €
Xbel- 1619 - T'CTAC A - dam methylated!
Xbol-2012-T'CTAG A
BamHI - 2018 - G'GATC C
EcoRY - 2026 - GAT'ATC
Sacl- 2034 - G_AGCT'C
Miul- 2036 - A'CGCG_T
Epnl- 2046 - G_GTAC'C

Acul - 3031 - CTGAA Grommmmmummmem_nn" i Pyul - 2050 - CG_AT'CG
Sphl- 2308 - G_CATG'C
Hiwdlll - 2310 - A'AGCT_T
5 Pyull - 2401 - CAG'CTG

Pyul - 2432 - CG_AT'CG
Bgll - 2461 - GCCn_mwm'nGGC

Aol - 4043 - CTCAA Cronoryrsrarsm,_ym'

Bgll - 3579 . GCCn_nnn'nGGC

Pyal - 3328 - CG_AT'CG

Figura 14: Representacdo esquemdtica do vetor pUBILN, originario do pAHC17 e
pRT104, contendo a regiao promotora Ubi-1, intron, MCS (com varios sitios de restricao
para insercdo do gene de interesse), terminador NOS, seleg¢do para ampicilina (Amp+) e
sitio de replicacdo do pRT104 (ColE1).
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13.4 - Preparo das particulas

O preparo de particulas e a precipitacdo do DNA de interesse para bombardeamento
foi baseado no método descrito por Melotto-Passarin (2009) e procedeu-se da seguinte

maneira:

Inicialmente, realizou-se a assepsia das particulas. Foram pesados 25 mg de
particulas de Tungsténio M10 (GTE Sylvania Chemicals/ Metals) para a lavagem em 500
ul de etanol absoluto gelado em um tubo de 1,5 ml. O tubo, contendo as particulas, foi
colocado em agitador (vortex) por 6 min e incubado em banho-maria a 95 °C durante 1
hora. Centrifugou-se a 6.800 x g por 2 s e a fase aquosa foi removida cuidadosamente.
Adicionou-se 500 pul de etanol absoluto gelado e as particulas foram sonicadas em
aparelho de ultra-som (Sonics Vibra Cell) por 15 min com o0s seguintes parametros de
operacao: amplitude 75%, pulsos de 3 s ligado e 1 s desligado e temperatura ajustada
para 20 °C. Centrifugou-se a 6.800 x g por 2 s e o sobrenadante foi removido. O
precipitado foi lavado trés vezes com 500 ul de agua MilliQ autoclavada e centrifugou-se a
6.800 x g por 2 s, removendo o sobrenadante a cada lavagem. Ressuspendeu-se as
particulas em 500 pl de agua MilliQ estéril. Para a precipitacdo do DNA de interesse nas
particulas de tungsténio, utilizou-se para seis disparos os componentes de acordo com a
seguinte ordem: 50 ul de suspensado das particulas de tungsténio, 10 ug de DNA de
interesse (sendo que para co-transformacao foram utilizados 5 ug de cada plasmideo), 50
ul de CaCl, 2,5 M gelado e 20 ul de espermidina (Sigma) 0,1 M. Esta suspenséao foi
incubada sob agitacdo de 300 rpm durante 30 min a 4 °C. Adicionou-se 200 pl de etanol
absoluto gelado, agitou-se e centrifugou-se a 10.600 x g por 1 s. O sobrenadante foi
retirado cuidadosamente e descartado. Novamente, 200 pl de etanol absoluto foram
adicionados e a lavagem e centrifugacao se procedeu por mais 3 vezes. O precipitado foi
ressuspendido com 30 pl de etanol absoluto gelado. Aliquotas de 5 pl da suspenséo de
particulas envolvidas por DNA foram depositadas em cada membrana carreadora para
realizagdo dos disparos.

O bombardeador ou acelerador de microparticulas utilizado nos disparos para
transformacao genética foi o modelo PDS 1000/ He Biolistic Particle Delivery System (Bio-
RAD). Todo material de consumo utilizado no experimento de bombardeamento, como

membranas de ruptura e de retencdo, telas de retencdo e suporte das membranas
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carreadoras (BIO-RAD) foram imersos em etanol absoluto por 5 min, secos em papel de

filtro autoclavado e mantidos em fluxo laminar para uso em condigdes assépticas.

As condi¢cdes de bombardeamento (previamente otimizadas no laboratério CEBTEC —
ESALQ) utilizadas no experimento de transformacao foram as seguintes:

- disténcia do alvo: a placa de Petri contendo o tecido alvo foi colocada em prateleira

com distancia de 11 cm da membrana carreadora.

- pressao de disparo: membrana de ruptura de 1100 psi.

13.5 - Transformacao de calos embriogénicos via biobalistica e selecao dos
transformantes

Baseando-se nas tecnologias de transformacdo genética existentes para
monocotiledéneas, como a cana-de-acucar, a principal metodologia utilizada é a
biobalistica (FALCO et al., 2000; XU et al., 2008; ARVINTH et al., 2010).

Nesse trabalho com cana-de-agucar, realizou entdo a transformagdo genética pelo
método de biobalistica. Esse método de transformagdo foi empregado na co-
transformacao de calos embriogénicos, da variedade SP 80-3280, com o plasmideo pHA9,

contendo o gene neo.

O protocolo para transformacgéo pelo método da co-transformagdo com o plasmideo
pHA9 foi estabelecido com sucesso para o gene neo por Falco, (1998). Segundo Falco,
1998, a melhor opcdao para a selecao de células de plantas monocotiledéneas
transformadas com o gene neo (nptll) é o antibi6tico geneticina, uma vez que nao interfere
no processo de regeneragdo e pode ser utilizado para a selegdo em estagios iniciais.
Partindo desse principio, optou-se por utilizar o antibiético geneticina no meio de cultura
para selecao de células transformadas e regeneracao de plantas transgénicas. A
utiizagdo do antibiético canamicina em espécies monocotilédoneas tem sido
desencorajador devido ao alto nivel de resisténcia endégena e pela interferéncia na
regeneracao de células transformadas (HAUPTMANN et al., 1988; NEHARA et al., 1994).

Calos embriogénicos no subcultivo R5, que representa a quantidade de repiques para
o meio MS3c fresco, foram selecionados e transferidos para meio osmético, aonde
permaneceram por 8 h, sendo 4 h antes do bombardeamento e mais 4 h apds a realizacao
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dos disparos. O meio osmoético consiste do meio MS3c suplementado com 0,4 M de
manitol e 0,4 M de sorbitol. O tratamento osmético realizado com manitol e sorbitol
(a@lcoois hexahidricos frequentemente empregados como agente que elevam a pressao
osmoética do meio de cultura) tem o efeito fundamental na prevencao de rupturas e
vazamento do conteudo celular, em decorréncia da agressao fisica as células pelo
bombardeamento, assim como facilitar a penetragao das particulas (FALCO et al., 2000).
Danos como necroses (TEE e MAZIAH, 2005) e auséncia de formacao de novos calos ou
embrides somaticos (TADESSE et al., 2003) sao alguns dos efeitos adversos encontrados

apods bombardeamento em calos que nao sofreram o tratamento osmaético.

Os calos foram dispostos em um circulo central de 6 cm de diametro, contendo
aproximadamente 110 “unidades de calo” (fragmentos de calo com aproximadamente 2

mm?®) por placa bombardeada, foram realizadas 17 placas.

Transcorrido o periodo de 4 h apds os disparos, os calos foram transferidos do meio
osmético para o meio MS3c. Os calos permaneceram nesse meio de cultura por 3 dias no
escuro (periodo necessario para que os calos bombardeados recuperem-se do estresse
induzido pelo meio osmatico e pelo bombardeamento).

Apbs o periodo de estabilizacdo (3 dias) dos calos em meio MS3c, estes foram
transferidos para meio de regeneracao (MRP) contendo 30 mg/L de geneticina filtro-
esterilizada. O meio de regeneracao consiste do meio basal MS acrescido de 3,72 mg/L
de ANA (acido naftaleno acético), 0,45 mg/L de BAP (benzilaminopurina) (reguladores de
crescimento) e 50 mg/L de acido citrico, sob 16 h de fotoperiodo. Plantas regeneradas
(aproximadamente 30 dias) foram transferidas para meio MS contendo o agente seletivo
geneticina (30 mg/L) e a troca para meio seletivo fresco foi realizada a cada 4 semanas.
As plantas que enraizaram foram individualizadas e mantidas em meio seletivo até serem

analisadas por métodos moleculares.

13.6 - Caracterizacao molecular das plantas transgénicas

13.6.1 - Extracao do DNA total e analise por PCR

Folhas de 54 plantas de cana-de-agucar regeneradas em meio de cultura contendo 30

mg/L de geneticina foram coletadas, maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas em
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freezer -80 °C para extracao de DNA total. O método de extracao utilizado foi baseado no
método CTAB desenvolvido por Doyle e Doyle (1990), protocolo descrito no item 11.1.
Ap0s extragao, avaliou-se a qualidade e a concentracao do DNA obtido em gel de Agarose
1,0%.

Cerca de 50 ng de DNA foi utilizado nas reacbes de PCR para confirmacdo da

insercédo do gene ilti-s no genoma.

A reacado de PCR para detecgdo do transgene foi realizada conforme o protocolo:
desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min; 35 ciclos: 50 s a 94 °C para desnaturacéo, 40 s a
57 °C para anelamento dos primers e 1 min a 72 °C para extensao; extensao final a 72 °C
por 7 min. Os primers utilizados na detecgédo do transgene foram: direto ILTI_BamHI_F e
reverso ILTI_Kpnl_R (Tabela 3). O produto da amplificacdo possui um tamanho de 636 pb.
Para validacdo dos resultados foram utilizados controles (positivo e negativo). Como
controle negativo das reacbes utilizou-se a agua e plantas de cana-de-acucar nao
transformadas (selvagens). Para o controle positivo, aplicou-se o plasmideo pUBILN

ligado com o gene. As reacOes foram analisadas em gel de Agarose 1,0%.

13.6.2 - Extracao de RNA total e sintese de cDNA

Folhas de 6 plantas dentre as 22 plantas de cana-de-acucar transgénicas contendo o
gene de interesse foram coletadas, maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer -80 °C até serem utilizadas para a extracdo do RNA. O RNA total foi extraido pelo
método do Trizol Reagent (Invitrogen), de acordo com a metodologia recomendada pelo
fabricante. O RNA isolado foi analisado em gel de agarose 1,0% para verificacdo da
qualidade do RNA obtido apo6s extracdo. A quantificacdo de RNA foi realizada no
espectrofotometro Nanodrop (ThermoScientific). 1 pg de RNA total foi tratado com
Amplification grade DNAse | (Invitrogen), de acordo com as instrugbes do fabricante, com

a intencéo de eliminar possiveis contaminagées com DNA gendmico.

O RNA total tratado com DNAse | foi utilizado para a sintese do cDNA total foliar para
cada amostra. Utilizou-se a enzima SuperScript® Il RT, tendo o pdn6 como primer da
reacao.
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13.7 — Avaliacao do efeito das plantas transgénicas de cana-de-acucar sobre o

desenvolvimento de D. saccharalis

Foram selecionadas quatro plantas de cana-de-agucar transgénicas, plantadas em
vasos individuais e cultivadas em estufa, propagadas de eventos transgénicos
independentes para realizagao dos experimentos com o inseto-praga. Para cada ensaio,
foram coletadas 3 cm de folhas de cana-de-acucar com 3 meses de plantio, estas foram
colocadas em copinhos plasticos sob um papel filtro umedecido, para manter os
fragmentos de folhas umidos, e mantidos em condi¢des controladas de fotoperiodo (16 h
de luz e 18 h de escuro) e temperatura (27 °C). Cada tratamento foi composto por quinze
repeticdes contendo entre 6 a 8 larvas neonatas de D. saccharalis (90<n=120). As larvas
foram gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra, do Laboratorio de
Biologia de Insetos, Departamento de Entomologia, ESALq, Piracicaba-SP. O controle
experimental utilizou larvas alimentadas com plantas ndo transformadas. As larvas que
morreram durante os quatro primeiros dias foram substituidas por outras para diminuir a
possibilidade de falsos positivos (considerar larvas mortas por manipulagdo como produto
de efeito da alimentagdo com folhas transgénicas). As folhas foram trocadas a cada 2
dias. No vigésimo segundo dia de inoculagdo as larvas foram pesadas. Neste ensaio
avaliamos o crescimento do inseto em termos de peso e sobrevivéncia. No final do
experimento (24 dias), para investigar o efeito das plantas transgénicas sobre a atividade
enzimatica das larvas de D. saccharalis, o intestino médio das larvas, alimentadas com
folhas de cana transgénica e nao transformadas, foi removido utilizando o protocolo
descrito no item 4 e as enzimas presentes no homogenato de intestino médio foram

utilizadas no ensaio enzimatico, seguindo o protocolo descrito no item 6.

14 - Transformacao genética de Nicotiana tabacum com os genes ilti e ilti-s

14.1 - Material vegetal

Plantas jovens de tabaco (Nicotiana tabacum L., cutivar SR1) (Figura 15), mantidas
em cultivo in vitro para se obter uma maior uniformidade dos explantes sob condi¢cdes
assépticas, foram utilizadas nos experimentos de transformagéo genética com gene ilti e

ilti-s de I. laurina clonado no vetor binario pCAMBIA2301. A técnica utilizada para este
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proposito foi a de infeccao de discos foliares via Agrobacterium tumefaciens descrita por

Horsch e colaboradores (1985).

Figura 15: Planta de tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. SR1 in vitro.

14.2 - Preparo de células termocompetentes (A. tumefaciens)

Para o preparo de células de A. tumefaciens termocompetentes, foi realizado um pré-
inbculo em meio LB, na presenga do antibiético gentamicina (50 pg/ml) para a cepa
GV3101 (gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Michel Vincentz, CBMEG — Unicamp). O meio
foi inoculado com uma col6nia de bactérias retirada de meio sélido. Esse pré-indculo apds
incubacado de 16 h (28 °C em 150 rpm) foi diluido 25x em meio LB e incubado em estufa
com agitagéo (28 °C em 150 rpm) por cerca de 16 h. A absortividade em 600 nm (Aggo) foi
monitorada até a cultura atingir a Agg entre 0,5 e 1,0, em seguida o indculo foi retirado da
incubadora e levado ao banho de gelo por 15 min. Em seguida, a cultura foi centrifugada a
3000 x g, 4 °C por 15 min, e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido
em solugédo de CaCl, 20 mM e glicerol 15% estéril (gelada). A suspensao de células foi
separada em aliquotas de 100 ul e armazenadas a -80 °C.
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14.3 - Construcao do vetor com o gene ilti e com o gene ilti-s para transformacao
genética

Para amplificacdo do gene ilti utilizou-se os primers direto ILTI_Sacl_F e reverso
ILTI_BamHI_R (Tabela 4). A amplificacdo do gene ilti-s foi realizada utilizando os primers
direto ILTI_Kpnl_F e o mesmo primer reverso (ILTI_BamHI_R) dada a similaridade das
sequéncias (Tabela 4). Os primers foram desenhados segundo a sequéncia completa do
gene ilti e do gene ilti-s. A Tabela 4 apresenta também os sitios de restricdo adicionados
aos primers para a clonagem dos genes ilti e ilti-s no vetor pGEM-T Easy e
subsequentemente no vetor de transformacdo assim como o tamanho esperado do
fragmento amplificado em cada caso. A reacdo de PCR para os genes foi realizada
conforme o seguinte protocolo: desnaturagéo inicial por 3 min a 94 °C; 30 ciclos: 50 s a 94
°C (desnaturacao), 50 s a 53 °C (anelamento dos primers), 1 min a 72 °C (extensao);
extensao final por 7 min a 72 °C. Cada fragmento amplificado foi clonado no vetor pPGEM-T
Easy e posteriormente retirado mediante digestdo com enzimas de restrigdo adicionadas
nos primers. Em seguida, os genes foram clonados no vetor pRT104 previamente digerido
com as mesmas enzimas de restricdo. As técnicas basicas para clonagem dos genes
foram realizadas seguindo as recomendacdes dos fabricantes das enzimas e Kits
utilizados. Uma vez realizada a reacao de ligacdo se procedeu a transformacao dos
produtos das reagdes em linhagem de E.coli (DH5a) eletrocompetente, utilizando o
protocolo descrito no item 11.5. A selecdo dos transformantes foi realizada por analise de
restricdo usando as mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os
primers especificos e por sequenciamento com primers especificos para cada um dos

genes (Tabela 4).
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Tabela 4: Primers utilizados para clonagem e sequenciamento do gene ilti e do gene ilti-s no vetor
pRT104. A regiao sublinhada corresponde ao sitio de restri¢ao.

Clonagem e sequenciamento

Tamanho TA (°C)
Pri s sncia (5' - 3) Sitio de do
rimers equéncia (5’ - 3’ o
a restricao fragmento utilizada
na PCR
(pb)
ILTI_Sacl_F (Direto)
GAGCTCATGGAGGTGGTGG
Clonagem do gene iltiem Sacl 552 53
pRT104 e sequenciamento
ILTI_Kpnl_F (Direto)
GGTACCATGAGCATACCGC
Clonagem do gene ilti-s em Kpnl 636 53
pRT104 e sequenciamento
ILTI_BamHI_R (Reverso)
GGATCCTCAATTGTCCTTGAC
(Clonagem em pRT104 e BamHI - 53
sequenciamento

O vetor pRT104 possui a sequéncia do promotor 35S e sinal de poliadenilacdo
provenientes do virus do mosaico da couve flor (CaMV 35S e CaMV poliA), com multiplos
sitios de clonagem localizados entre estas regides (Figura 16). O 35S é um promotor
constitutivo, amplamente utilizado em engenharia genética. Confere expressao constitutiva
de genes heter6logos na maioria dos vegetais, com altos niveis de expressdao em
dicotiledéneas (BENFEY E CHUA, 1990).

A estratégia baseou-se na subclonagem em vetor pRT104 para insercao da sequéncia
promotora e poliA. Posteriormente, o cassete contendo a sequéncia promotora 35S, o
gene de interesse e a calda poliA (35S P :: gene:: Poly-A) foi removido usando as enzimas
adequadas para a clonagem no vetor binario pPCAMBIA2301: Pstl no caso de ilti e Hindlll
para ilti-s (Figura 17). Estes fragmentos foram ligados no vetor pCAMBIA2301
previamente digerido com as enzimas de restricdo correspondentes. As técnicas basicas
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para clonagem dos genes foram realizadas seguindo as recomendacdes dos fabricantes
das enzimas utilizadas. Uma vez realizada a reacdo de ligacdo se procedeu a
transformacao dos produtos das rea¢des em linhagem de E.coli (DH5a) eletrocompetente,
utilizando o protocolo descrito no item 11.5. A selecao dos transformantes foi realizada por
andlise de restricdo usando as mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR
usando os primers especificos e por sequenciamento com primers especificos para cada
um dos genes (Tabela 4). Os clones recombinantes foram posteriormente transformados

em Agrobacterium.

HindIIl - 186 - A'AGCT_T

Sphl -196 - G_CATG'C

Psf1 -202 - C_TGCA'G

Xbal - 414 - T'CTAG_A
BamHI - 420 - G'GATC_C
EcoRI - 430 - G'AATT_C
Kpnl - 443 - G_GTAC'C
Sacl - 449 - G_AGCT'C
Necol - 453 - C'CATG_G
Xhol - 465 - C'TCGA_G
EcoRV - 562 - GAT'ATC

Scal - 2638 - AGT'ACT

Psil - 898 - C_TGCA'G
Sphl - 904 - G_CATG'C
HindIIl - 906 - A'AGCT_T

Figura 16: Mapa do vetor pRT104. Extraido de Tépfer et al, 1987. O vetor contém gene de
resisténcia a ampicilina (Amp), sequéncia promotora 35S (35S P) e sinal de poliadenilagdo
(poly-A), com multiplos sitios de clonagem entre estas regides e flanqueando as mesmas.
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pBR322 bom site pVS1 Sta
pVS1-REP

Figura 17: Mapa do vetor pCAMBIA2301. Extraido de <http://www.cambia.org>. O vetor
contém origem de replicagdo em bactérias (pBR322 ori), regiao de replicagdo pVS1 (pVS1-
REP) e estabilidade pVS1 (pVS1 Sta) para replicagdo em Agrobacterium. As bordas
esquerda (T-Border(L)) e direita (T-Border(R)) compreendem a porcao de DNA que sera
transferida e integrada no genoma da planta. Também possui gene de resisténcia a
canamicina em bactérias (kanamycin (R)) e plantas (NPTII), sendo o ultimo controlado por
CAMV35S. No lacZ possui mdultiplos sitios de clonagem.

14.4 - Transformacao de células termocompetentes (A. tumefaciens) e selecao dos

transformantes

Para a transformacédo de A. tumefaciens cepa GV0131, o plasmideo de interesse
(pCAMBIA2301-ilti ou pPCAMBIA2301-ilti-s) foi adicionado a um tubo contendo 100 ul de
suspensao de bactérias competentes, e foi levado a incubacado no gelo por 30 min. Em
seguida, as células foram incubadas em nitrogénio liquido até total congelamento e
imediatamente transferidas para incubacao a 37 °C por 5 min. Decorrido este tempo, foi
adicionado 1 ml de meio LB e este material foi incubado por 2 h a 28 °C. Apéds o
crescimento, cerca de 100 pl da suspensao de células foi plagueado em LB agar contendo
os antibiéticos canamicina (50 pug/ml) e gentamicina (50 pg/ml) e incubado a 28 °C. A
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selecao dos transformantes foi realizada por PCR e por sequenciamento usando nos dois
casos primers especificos para os genes.

14.5 - Preparo do indculo da linhagem GV0131 de A. tumefaciens

Uma colbnia isolada de um clone da linhagem GV0131 recombinante, portadora do
gene |lti e outra portadora do gene ilti-s, foram transferidas em separado, para frascos
Erlenmeyer contendo 10 ml de meio LB liquido acrescido de canamicina (50 ug/ml) e
gentamicina (50 pg/ml), que foram mantidos a 28 °C por 24 h, sob agitagdo constante (150
rom). Apds esse periodo, aliquotas de 150 pl foram transferidas para frascos Erlenmeyer
contendo 500 ml de meio LB liquido acrescido de canamicina (50 pg/ml) e gentamicina (50
ug/ml). As suspensdes bacterianas foram mantidas a 28 °C por 24 h sob agitacado
constante (150 rpm) até atingirem a densidade otica a 600 nm de 0,8. As suspensdes
foram imediatamente centrifugadas (2.900 x g) durante 5 min e os pellets bacterianos,

ressuspendidos em 40 ml de NaCl 0,85%.

14.6 - Transformacao de discos foliares de tabaco

Para os experimentos de transformacdo genética de tabaco via Agrobacterium
tumefaciens foram coletadas folhas de plantas de tabaco jovens cultivadas em camara de
crescimento, sob condi¢cdes controladas de fotoperiodo (16 h de luz e 8 h de escuro) e
temperatura (25 °C). Em fluxo laminar, as folhas foram cortadas em discos foliares de 1
cm de didmetro com auxilio de um cortador metalico, estes foram mergulhados na solugéo
de Agrobacterium previamente centrifugada e ressuspendida em NaCl e foram mantidos
por 1 min. Apés a infecgéo, os discos foliares foram transferidos para papel de filtro estéril
para retirada do excesso de indculo, antes de serem transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultivo MS sdlido acrescido de 1 mg/L de tiamina, 1 mg/L de BAP
(citocinina), 0,1 mg/L ANA (auxina) e 100 mg/L de inositol. Os discos foliares foram entao
mantidos nesse meio de cocultivo a 26 °C, no escuro. Apés 72 h, foram transferidos para
placas de Petri contendo meio MS acrescido de 500 mg/L de timentin e 50 pg/ml de
canamicina. Os discos foliares foram mantidos nesse meio até a formacao de brotos, que
foram entdo transferidos apds alongamento para novo meio MS desprovido de
fitorreguladores, de forma a estimular a formacao de raizes. Os brotos que enraizaram
foram transferidos para vasos, contendo substrato (Plantmax) e vermiculita em propor¢cao
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1:1. Os vasos foram mantidos em camara de crescimento sob condi¢cdes controladas de

fotoperiodo (16 h de luz e 8 h de escuro) e temperatura (25 °C).

14.7 - Analise das plantas de tabaco transformadas

14.7.1 - Extracao do DNA total e analise por PCR

Discos foliares de 3 cm de didmetro das plantas transformadas foram coletados,
macerados em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C para extragédo de DNA
total. O método de extragao utilizado foi baseado no método CTAB desenvolvido por Doyle
e Doyle (1990), protocolo descrito no item 11.1. Ap6s extracdo, avaliou-se a qualidade e a

concentragdo do DNA obtido em gel de agarose 1,0%.

Cerca de 50 ng de DNA foi utilizado nas reacées de PCR para confirmacdo da
insercdo do gene ilti e do gene ilti-s no genoma. A deteccéo dos transgenes foi realizada
por PCR conforme o seguinte programa: desnaturacao inicial a 94 °C por 3 min; 30 ciclos:
50 s a 94 °C para desnaturacao, 50 s a 60 °C (ilt) e 57 °C (ilti-s) para anelamento dos
primers e 1 min a 72 °C para extensao; extensao final a 72 °C por 7 min. Os primers
utilizados na deteccgao dos transgenes ilti e ilti-s assim como os tamanhos dos fragmentos
esperados estdo apresentados na Tabela 4. Para validacdo dos resultados foram
utilizados como controle das reagbes a agua e plantas de tabaco néo transformadas

(selvagens). As reacbes foram analisadas em gel de agarose 1,0%.

14.8 - Avaliacao do efeito das plantas transgénicas de tabaco sobre o

desenvolvimento de H. virescens

Foram selecionadas trés plantas de tabaco transgénicas: uma transformada com o
gene ilti que foi denominada G1; e duas plantas transformadas com o gene ilti-s (S1 e S2).
As plantas foram plantadas em vasos individuais e cultivadas em estufa, propagadas de
eventos transgénicos independentes para realizagdo dos experimentos com o inseto-
praga. Para cada ensaio, foram coletadas 3 cm de folhas de tabaco com 1 més de plantio.
Estas foram colocadas em copinhos plasticos sob um papel filtro umedecido e mantidas
em condi¢des controladas de fotoperiodo (16 h de luz e 18 h de escuro). Cada tratamento
foi composto por trinta repeticdes contendo uma larva neonata de H. virescens (n= 30). As
larvas de H. virescens foram obtidas na empresa Bug Agentes Bioldgicos (Piracicaba, SP).
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O controle experimental utilizou larvas alimentadas com plantas ndo transformadas. As
larvas que morreram durante os quatro primeiros dias foram substituidas por outras para
diminuir a possibilidade de falsos positivos (considerar larvas mortas por manipulagcédo
como produto de efeito da alimentagdo com folhas transgénicas). As folhas foram trocadas
a cada 2 dias ou diariamente se necessario. No décimo terceiro dia de inoculacdo as
larvas foram pesadas. Neste ensaio avaliamos o crescimento do inseto em termos de
peso e sobrevivéncia. No final do experimento (16 dias), para investigar o efeito das
plantas transgénicas sobre a atividade enzimatica das larvas de H. virescens, o intestino
médio das larvas, alimentadas com folhas de tabaco transgénicas e nao transformadas, foi
removido utilizando o protocolo descrito no item 4. As enzimas presentes no homogenato
de intestino médio foram utilizadas no ensaio enzimatico, seguindo o protocolo descrito no

item 6.
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VI - RESULTADOS

1 - Efeito antimetabolico de ILTI sobre o desenvolvimento larval de D. saccharalis e

H. virescens

O efeito de ILTI sobre o desenvolvimento de ambas as espécies de insetos foi
avaliado através de sua incorporacao em dieta artificial nas concentragdes de 0,1% para
D. saccharalis e 0,5% para H. virescens. O numero de individuos e o peso médio das
larvas de quarto instar foram determinados. O efeito antimetabdlico de ILTI no crescimento
das larvas de D. saccharalis esta representado na Figura 18A e B. ILTI ndo apresentou
efeito significativo na sobrevivéncia larval (Figura 18A), no entanto, quando analisamos o
efeito do inibidor sobre o peso médio das larvas, foi verificado um decréscimo no peso
médio larval de aproximadamente 51% (Figura 18B). A foto inserida na Figura 18B ilustra
o efeito de ILTI na reducao do peso médio das larvas de D. saccharalis.
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Figura 18: Efeito de ILTI sobre as larvas de 20 dias de D. saccharalis alimentadas
com dieta controle e dieta contendo ILTI 0,1%. (A) Numero de larvas
sobreviventes. (B) Peso médio larval. Foto inserida ilustra a variagdo no tamanho
das larvas de quarto instar alimentadas em dieta controle (1) ou dieta contendo
ILTI 0,1% (2). Barra = 1 cm. Cada valor representa a média £ SD de n = 40. Letras
idénticas indicam que nao houve diferenga significativa (p>0,05) dos valores
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de Tukey).
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Resultados semelhantes foram observados para H. virescens. Nao houve diferenca na
sobrevivéncia larval (Figura 19A), enquanto que uma reducéo de 84% no peso médio foi
observada (Figura 19B). O gréfico inserido na figura 19B mostra a variagdo no tamanho
das larvas de H. virescens alimentadas em dieta controle e dieta contendo ILTI.
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Figura 19: Efeito de ILTI no desenvolvimento das larvas de H. virescens
alimentadas com dieta controle e dieta contendo ILTI 0,5%. (A) Sobrevivéncia
larval. (B) Peso médio. Foto inserida ilustra a variacdo no tamanho das larvas
de quarto instar alimentadas em dieta controle (1) ou dieta contendo ILTI 0,5%
(2). Barra de 1 cm. Cada valor representa a média + SD de n = 20. Letras
diferentes indicam que houve diferenga significativa (p<0,05) dos valores
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de
Tukey).

2 - Digestibilidade in vitro de ILTI por enzimas digestivas de D. saccharalis e H.

virescens

A susceptibilidade de ILTI a degradacgéao pelas enzimas do intestino médio de larvas
de D. saccharalis e H. virescens foi avaliada pela incubag¢do do inibidor com as enzimas
presentes no homogenato de intestino médio, seguido por analise em SDS-PAGE. Os
perfis das bandas de proteina sdo apresentados na Figura 20A e B. Através da analise do

gel, foi verificado que até 48 h ILTI ndo sofreu digestdo enzimatica pelas proteinases.

57



A Diatraea saccharalis

Tempo da digestao

B Heliothis virescens

Tempo da digestdao

kDa M IM LTI Oh 1h 3h 6h

12h 48h

24h 24h

kDa M M Oh 1h 3h 6h 12h 48h  ILTI

£
:
!
?
u
B
l

Figura 20: Eletroforese em SDS-PAGE do ensaio de digestibilidade in vitro de ILTI por
proteinases do homogenato de intestino médio (IM) de D. saccharalis (A) e H. virescens (B).

Numeros adjacentes ao gel indicam o peso do marcador molecular (M) Low Range (BIO-
RAD) em kDa. A banda de ILTI esta indicada na caixa.

3 - Consumo e utilizacao de alimento

A Figura 21 mostra o efeito de ILTI no consumo da dieta e na quantidade de fezes

produzidas pela larva de D. saccharalis. Apesar de ILTI ndo ter causado efeito significativo
no consumo da dieta quando incorporado a 0,1%, a producao de fezes por larva sofreu

uma diminuicdo de 48% quando comparada a producao de fezes das larvas alimentadas

com dieta controle.
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Figura 21: Consumo e utilizagcao de alimentos pelas larvas de D.
saccharalis alimentadas com ILTI. Dieta consumida por larva e
fezes produzidas por larva foram mensuradas. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p<0,05) dos valores quando
comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste
de Tukey).

Para as larvas de H. virescens alimentadas com ILTI 0,5%, verificamos uma
diminuicdo na dieta consumida e na producao fecal de 53,6% e 94,8%, respectivamente,
quando comparada com o grupo controle (Figura 22).
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Figura 22: Consumo e utilizagcao de alimentos pelas larvas de H.
virescens alimentadas com ILTI. Dieta consumida por larva e
fezes produzidas por larva foram mensuradas. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p<0,05) dos valores quando
comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste
de Tukey).

As andlises nutricionais mostram que ILTI influencia no metabolismo das larvas de D.
saccharalis (Tabela 5) e de H. virescens (Tabela 6) quando comparadas as larvas
alimentadas com dieta controle. Para as larvas de D. saccharalis, houve uma diminuigao
de 49,3% no ECD, que é a quantidade de alimento efetivamente absorvido. Houve um
aumento de 7,6% no custo metabdlico (CM), mas nenhuma alteragdo significativa foi
observada no ECI e AD.
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Tabelas

indices nutricionais das larvas de D. saccharalis alimentadas em dietas
artificiais contendo 0.1% de ILTI e dieta controle

indices nutricionais (média + SD)

Tratamento (%) ECI (%) ECD (%) AD (%) CM (%)
0.0 106+25a 136+34a 86.1+x52a 86.4+34a
0.1 6.3+1.5a 6.9%+1.5b 91.0+29a 93.0%1.5b

Médias dentro de uma coluna seguida pela mesma letra ndao sao diferentes
significativamente, p<0.05; com base no teste de Tukey.

Todos os parametros nutricionais foram alterados para larvas de H. virescens. Houve
uma diminui¢cdo no ECI, que representa o ganho de biomassa em relagdo a quantidade de
alimento ingerido, e no ECD de 68% e 80%, respectivamente, enquanto que a AD, que é a
eficiéncia de assimilacdo do alimento ingerido, e o CM aumentou em 61% e 29%,

respectivamente, quando comparados com o grupo controle.

Tabela6

indices nutricionais das larvas de H. virescens alimentadas em dietas
artificiais contendo 0.5% de ILTI e dieta controle

indices nutricionais (média + SD)

Tratamento (%) ECI (%) ECD (%) AD (%) CM (%)
0.0 159+21a 26.7+26a 599*74a 73.3%+26a
0.5 50%3.7b 53%+4.1b 96.2+3.3b 94.7%4.1b

Médias dentro de uma coluna seguida pela mesma letra ndo sao diferentes
significativamente, p<0.05; com base no teste de Tukey.
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4 - Acao de ILTI na atividade enzimatica de D. saccharalis e H. virescens

Ensaios enzimaticos foram realizados para avaliar se houve alteracées no perfil
enzimatico digestivo, ja que foi observado um efeito negativo no desenvolvimento larval.
As enzimas presentes no intestino médio e nas fezes das larvas alimentadas com dieta
controle e com ILTI tiveram sua atividade avaliada através da hidrélise do substrato
BAPNA. O consumo de uma dieta contendo ILTI ndo alterou a atividade triptica no
intestino das larvas de D. saccharalis (Figura 23A), mas ocasionou uma diminui¢ao
significativa de 55% na atividade triptica fecal (Figura 23B), sugerindo que ILTI esta

afetando o metabolismo deste inseto.
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Figura 23: Resposta das proteinases de D. saccharalis a ingestdo de ILTI 0,1%.
(A) Atividade triptica das enzimas do IM; (B) Atividade triptica das enzimas
presentes nas fezes. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) dos
valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de
Tukey).
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A Figura 24A mostra que nao houve diferenga significativa na atividade das enzimas
presentes no IM das larvas de H. virescens alimentadas com ILTI 0,5%, e a atividade

triptica nas fezes aumentou aproximadamente 24% apds a ingestao de ILTI (Figura 24B).
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Figura 24: Resposta das proteinases de H. virescens a ingestao de ILTI 0,5%. (A)
Atividade triptica das enzimas do IM; (B) Atividade triptica das enzimas presentes
nas fezes. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) dos valores
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de Tukey).

Para avaliar a sensibilidade da tripsina de larvas alimentadas em dieta controle e dieta
contendo ILTI, ensaios in vitro foram realizados incubando concentragbes crescentes de
ILTI com o homogenato de IM de larvas de D. saccharalis e H. virescens e a atividade
triptica residual foi analisada atraves da hidrolise de BAPNA. As Figuras 25A e B mostram
que o perfil de inibicdo da tripsina das larvas alimentadas com ILTI foi semelhante com o
das larvas controle. As proteinases dos insetos alimentados com ILTI continuam sensiveis
a acao do inibidor incubado no ensaio, sugerindo que nenhuma nova proteinase resistente

a ILTI esta sendo induzida.
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Figura 25: Inibicdo por ILTI das tripsinas do IM de larvas de D. saccharalis (A) e H.
virescens (B) alimentadas em dieta artificial. Os experimentos foram realizados em
triplicatas. As barras do desvio padréo (coeficiente de variagdo <20%) foram
omitidas para maior clareza.

5 - Estudo da atividade bioldgica de ILTI frente as proteinases de diferentes insetos-
praga

A Figura 26 mostra a especificidade de ILTI em relacdo a atividade triptica do IM de
larvas de trés diferentes espécies de lepidépteros. A susceptibilidade da enzima tripsina a
inibicao por ILTI variou entre as trés espécies de insetos. ILTI (0,08 ug) reduziu a atividade
triptica em 95%, 71,8% e 20% nos IM de S. frugiperda, A. ipsilon e T. absoluta,

respectivamente, sugerindo que ILTI € um canditado promissor para o controle desses
insetos-praga.
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Figura 26: Inibicio da atividade proteolitica das
proteinases intestinais de larvas de quarto instar por ILTI.
BAPNA 1 mM foi utilizado como substrato. Os
experimentos foram realizados em triplicatas. As barras do
desvio padrdo (coeficiente de variacdo <20%) foram
omitidas para maior clareza.

6 - Amplificacao do gene ilti

Uma vez verificado que a proteina ILTI tem efeitos negativos no desenvolvimento dos
insetos-praga testados e que, portanto poderia ter um grande potencial biotecnolégico,
buscamos obter a sequéncia do gene que codifica esta proteina. O objetivo foi de utilizar
as técnicas de DNA recombinante para a producédo heteréloga desta proteina em E. coli
facilitando a producdo e purificacdo de grandes quantidades de ILTI recombinante.
Entretanto, a falta de sequéncias homodlogas a ILTI nas bases de dados publicos nao
permitiu o desenho de primers especificos para este gene. Sendo assim, foram
sintetizados primers degenerados como descrito nos materiais e métodos.

O gene lti foi amplificado a partir do DNA gendmico utilizando primers degenerados. O
tamanho esperado do gene ilti foi estimado em 540 pb a partir dos dados da proteina (180
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residuos) purificada e caracterizada bioguimicamente por Macedo e colaboradores (2007).
A utilizacdo de primers degenerados complica consideravelmente a obtencdo de
fragmentos de PCR especificos ja que podem anelar em outras regiées do genoma. Esta
metodologia levou, portanto, muito tempo do desenvolvimento do projeto considerado. A
Tabela 7 resume as etapas que permitiram a obtencdo do gene ilti completo. Em cada
uma dessas etapas foram usados os primers mencionados para a amplificacdo do gene a
partir de DNA gendmico de ilti. O fragmento obtido foi isolado a partir de gel de agarose e
purificado utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega).
Posteriormente o fragmento foi sequenciado e realizado o BLAST contra bancos de dados
publicos para verificar a sua identidade. Baseado na sequéncia obtida foram desenhados
novos primers agora especificos e usados em combinagdo com primers degenerados para
a realizacdo de novas amplificacdes até obter um fragmento de aproximadamente 540 pb
correspondente ao gene ilti completo (Figura 27A).

Tabela 7: Resumo das etapas para obtencao da sequéncia completa do gene ilti.

Primers utilizados para amplificacao Fragmento obtido
Etapas
(Sequéncias na Tabela 1) (Total 534 pb)
1 ILTI-F-1, ILTI-F-2, ILTI-F-3, ILTI-R-1 e ILTI-R-2 16 - 339
2 ILTI_F inte ILTI-R-2 12 - 441
3 ILTI_F_333pb e ILTI_R1_fim 10 - 534
4 ILTI-F4inicio e ILTI-Rfinal 1-534

O fragmento de DNA amplificado foi clonado no vetor pGEM-T Easy, os clones
recombinantes foram analisados por PCR e digestdo com enzima EcoRIl. Um clone foi
selecionado com base no tamanho esperado do fragmento de DNA (Figura 27A) e
sequenciado. O resultado do sequenciamento revelou que o fragmento corresponde com o
gene ilticompleto sem introns (Figura 27B).
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1  GAGGTGGTGGTGGACTCAGACGGCGAAATGTTGAGAAATGGTGGCAAGTACTACTTGTCACCCGCTAATCCTATTGGAGGAGGAGCCATT
1 EVVVYDESDGEEMILRNGO GKEKYYLSPANTEPTIGIS GGATI
91  ATATCTGCTGCCATTAGGCATGGAGATCATTTGTGCTCACTCGCTGTGGTTTCAGCTAGGTACACTAATGGCTGGGCTGTCACCATATCA
3 T8 AA TR EEDHILILC ST AVVSARYTFNGEGRNAY I §
181  TCTCCTTACAAAGCTGCTTTCATCAAAACTTCATGGCCATTGAACCTAAGGTTCGCGTATTTAGCACCAAACGTTTGCACCAATTCGCCT
60 sP YK AA FIKDPSWDPDILINILRPAYLADLNNVILCTENISD
271  AACTGGGTCGTCGTA------ AAGTCTCGTAGT TTAGGAGAGGCTGTGATGCTTGGTGATAAACAGGAAT TTGGTAATGCCTTTGTTTCT
99 NW VYW= =KSRSLGEGEBAVMILGEGDKOQEPFPENAFEFEVS
361 GGTTCGTTCTCTATCGAGACCCATGATACAGAARAGCATCACTATAAGCTTGTGTTCCGTCAGCAAGGTCAGGATGAATCTGCARACATC
121 ¢S FiS T B TH DT EK HHE YKLV PROQGGQEDESANTE
451  GGAGTGAAGCTTGATAGTGAAGACCGACGTCGTTTGGTTGT TACTGATAAAGAGGCTCTGAT TTTCAAGT TCGACAAGGTCAAGGACAAT
5l ¢V KL DS BED RRRILVVETDKERALITFTKPDKVKDN

pb

1000

600

Figura 27: Isolamento e sequenciamento do gene ilti. (A) Amplificacdo do DNA gendémico
de I laurina, utilizando pares de primers degenerados para gene ILTI. Linha M, 100 pb
DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1, produto de PCR obtido usando DNA genémico como
molde. (B) Sequéncia de nucleotideos de ILTIl e sua sequéncia de aminoécidos deduzida.
As localizagdes dos primers utilizados para amplificagdo do gene estdo sublinhadas. (-)
Indica a auséncia de dois residuos de aminoacidos em comparacdo com a analise da
sequéncia de amino4cidos.

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do clone de DNA esta de acordo com a
sequéncia de aminoacidos relatada de ILTI nativa (Macedo et al., 2007), exceto pela
auséncia de dois residuos de aminoacidos, Lys e Tyr, entre os residuos Val 95 e Lys 98
da sequéncia de aminodcidos de ILTI nativa. Sendo assim, o gene ilti obtido tem um
tamanho de 534 pb que codifica para uma proteina de 178 aminoacidos. A sequéncia
completa de nucleotideos do gene ilti foi submetida no banco de dados do NCBI (National

Center for Biotechnology Information) (GenBank numero de acesso: JF766936).

7 - Expressao da proteina SUMO-relLTI em E. coli

O fragmento de DNA, que codifica os 178 aminoacidos de ILTI, foi clonado em vetor
pPETSUMO, contendo histidinas no N-terminal, para facilitar a purificagdo, e a proteina
SUMO, para aumentar a expressao e solubilidade da proteina recombinante. O vetor de
expressao com a insercdo foi entdo sequenciado completamente com os primers
utilizados para a clonagem, direto: ILTI_BamHI e reverso: ILTI_Sall. A proteina clonada
em vetor de pETSUMO foi expressa em E. coli (linhagem Rosetta Il), com bom rendimento

nas condi¢oes de expressao a 37 °C, durante 4 h (Figura 28).
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Figura 28: Inducdo da proteina. SDS-PAGE 12,5% da
inducao nas condicdes de 37 °C e 250 rpm. M: PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Linha P -:
cultura nao-induzida, antes da adicao de IPTG. Linha P +:
pellet, apés a adicao do indutor IPTG. Linha S: fracao
soluvel, apéds lise bacteriana.

A proteina fusionada (SUMO-relLT]I) foi purificada por afinidade em coluna de niquel -
HiTrap, como mostrado na Figura 29A. A proteina de fusédo purificada foi entédo tratada
com SUMO-Protease (ULP-1), para clivar a proteina SUMO, e entdo novamente passada
na coluna HiTrap para ligar SUMO. O material que ndo se ligou a coluna foi purificado
utilizando cromatografia de afinidade Sepharose-tripsina (Figura 29B), obtendo assim
relLTI.
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Figura 29: Andlise SDS-PAGE (12.5%) da purificagdo da
proteina relLTI (A) usando coluna de purificagdo Hitrap. Linha
M, PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo scientific).
Linha 1, proteina fusionada SUMO-relLTl e (B) coluna de
afinidade Sepharose-tripsina. Linha M, marcador de peso
molecular, Low Range (BIO-RAD). Linha 1, ILTI nativo
(purificada de sementes de 1. laurina). Linha 2, relLTI.

8 - Acao inibitéria de relLTl frente a tripsina bovina e as proteinases de D.

saccharalis e H. virescens

Uma vez tendo a proteina recombinante pura passamos a avaliar a atividade anti-
triptica desta proteina. A atividade inibitéria da proteina fusionada (SUMO-rellLTI) e de
relLTI foi testada e comparada com a atividade de ILTI nativa (Figura 30A). Quantidades
crescentes das proteinas foram incubadas com uma quantidade fixa de tripsina bovina.
Podemos verificar uma similaridade na atividade inibitoria de relLTI, da proteina fusionada
e de ILTI nativo em relacdo a tripsina bovina. A Figura 30B mostra o efeito de relLTI no
homogenato de IM de larvas de D. saccharalis e H. virescens. A concentragcdo de 5,1 mg
de relLTI reduziu a atividade triptica em 34,5% e 90,7% no IM de D. saccharalis e H.
virescens, respectivamente. Estes resultados da atividade anti-triptica de relLTI in vitro sédo
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promissores ja que sugerem o potencial desta proteina como ferramenta para aumentar a

resisténcia de plantas a esses insetos-praga.
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Figura 30: (A) Atividade inibitéria de SUMO-relLTl, relLTI e ILTI nativa em relagédo a
tripsina bovina. (B) Inibicdo por relL Tl das enzimas tripsinas do IM de larvas de D.
saccharalis e H. virescens. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas. A
atividade triptica residual foi determinada usando BAPNA como substrato.

9 - Transformacao genética de cana-de-acucar

Um dos objetivos do presente trabalho € a obtencédo de plantas transgénicas de cana-
de-acucar com o gene ilti para a posterior verificagcdo do controle da infeccdo destas
plantas por D. saccharalis. A transformagédo da cana-de-agucar é um sistema dependente
da regeneragao de plantas in vitro. Esse processo é geralmente longo e, muitas vezes,
permanece por um extenso periodo na fase de calos, que é o principal alvo na
transformacao genética de cana (PICELLI, 2010). Considerando as dificuldades que
enfrentamos para a obtencdo do gene ilti a partir do DNA genbémico de [I. laurina,
decidimos desenvolver, em paralelo, os experimentos de transformacdo da cana utilizando
um gene ilti sintético (ilti-s). O gene foi desenhado tendo em base o uso de cédons da
cana, como explicado nos materiais e métodos. O gene foi sintetizado pela empresa IDT e
clonado no vetor pIDTSMART-AMP.
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O gene |lti-s foi amplificado a partir do vetor pIDTSMART-AMP utilizando os primers
direto ILTI_BamHI_F e o reverso ILTI_Kpnl_R. O fragmento amplificado apresentou uma
banda do tamanho esperado (636 pb) como observado na Figura 31. O gene ilti-s foi
clonado no vetor pGEM-T Easy. Os clones recombinantes foram analisados por PCR,
utilizando primers M13 direto e reverso e digeridos com as enzimas BamHI e Kpnl (Figura
32A e B, respectivamente). Ap6s a selecdo dos clones positivos, o fragmento
correspondente ao gene ilti-s, removido por meio das enzimas de restricao (BamHI|/Kpnl)
foi ligado no vetor pUBILN, também digerido com as enzimas de restricdo BamHI| e Kpnl.
O produto da reacao de ligacao foi transformado em E.coli (DH5a) eletrocompetente, e a
selecdo dos transformantes foi realizada por analise de restricdo usando as mesmas
enzimas utilizadas para a clonagem, por PCR usando os primers especificos e por
sequenciamento com primers pUBILN e os primers especificos para o gene. O resultado

do sequenciamento revelou que o fragmento corresponde com o gene ilti-s.

O vetor contendo o gene ilti-s foi entdo co-bombardeado, com o vetor expressando o
gene de selecdo neo, em calos de cana-de-agucar. As plantas foram selecionadas

utilizando o antibidtico geneticina.
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Figura 31: Amplificacdo do gene ilti-s a partir do vetor pIDTSMART, utilizando
pares de primers para a sequéncia completa do gene. Linha M: Marcador 1Kb
DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1: gene ilti-s obtido a partir de PCR.
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Figura 32: Gel de agarose (1%) do PCR e da digestdao do clone recombinante. (A)
amplificagado do gene ilti-s no pGEM-T Easy por PCR. Linha M: Marcador de 100 pb DNA
Ladder (Fermentas). Linha 1: confirmacdo do gene ilti-s obtido a partir de PCR. (B)
digestdo com as enzimas de restricdo BamHI/Kpnl. Linha M: Marcador 1Kb DNA Ladder
(Invitrogen). Linha 1: pGEM-T Easy-gene ilti-s digerido com BamHI| e Kpnl.
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9.1 - Confirmacao das plantas de cana-de-acucar transgénicas por PCR

As plantas regeneradas em meio seletivo antes de serem confirmadas como eventos
de transformacéo foram chamadas de plantas candidatas. Para analisar a presenca do
gene ilti-s nas plantas, foi extraido DNA total das plantas tolerantes a geneticina e da
planta ndo transformada para posteriores analises por PCR utilizando pares de primers

especificos para amplificagdo completa do gene ilti-s (descrito no item 13.6.1).

Das 54 plantas candidatas analisadas para a presenca do gene ilti-s, 22 plantas foram
confirmadas quanto a integracao do gene ilti-s no genoma vegetal. A Figura 33 representa
um gel de agarose (1,0%) contendo 7 plantas confirmadas para o gene ilti-s dentre as 22
confirmadas pela amplificagdo do fragmento de 636 pb. Como controle negativo das
reagdes utilizou-se a agua (mix da reagcdo apenas) e planta de cana-de-agucar néo
transformada, enquanto que o controle positivo refere-se ao plasmideo pUBILN contendo

o gene ilti-s.

1 2 3 4 5 6 7 H20 C- C+

[ (1 TE -

506 pb — bl L g — 636 pb

Figura 33: Gel de agarose (1,0%) referente ao resultado das reacdes de PCR, utilizando o
DNA como molde, realizadas para andlise da integracdo do gene ilti-s. M: Marcador 1Kb
DNA Ladder (Invitrogen); amostras 1 a 7: plantas que amplificaram o gene ilti-s; H,O:
controle da reacdo; C-: controle negativo (planta ndo transformada); C+: controle positivo
(plasmideo pUBILN com gene ilti-s);
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9.2 - Confirmacao da integracao do gene ilti-s via sequenciamento

Quatro amostras, confirmadas por PCR, quanto a integracdo do gene ilti-s no genoma
vegetal foram sequenciadas e analisadas pela ferramenta BLAST presente no banco de
dados do NCBI
sequenciamentos apresentou 100% de identidade com a do gene ilti-s utilizado na
construcdo do vetor pUBILN (Figura 34). Sendo assim, podemos concluir que contamos

(Genbank). As sequéncias de nucleotideos

com plantas de cana-de-agucar transformadas com o gene de interesse.

obtidas

Score = 1153 bits (624), Expect = 0.0
Tdentities = €24/624 (100%), Gaps = 0/624 (0%)
Strand=Flus/Flus
Guery 10 ATGAGCATRCCGCGCECCGCECACCTCCTICGTGCTCCTICTCOGTCCTAGCTGCCATCICC
Perrerrerrrrrrerrerrerrrerrerrirrrerri et rri el
S5bict 1 ATGAGCATARCCGCGCECCGOECACCTCCTCGTIGCTCCTCICCGTCCTAGCTECCATCTICC
Query 70 CICTICETGOGECGCCECEECEGRAAGTERTGETCGATTCCGATGEOGAARTGCTROGCART
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skjct &1 CICTCETGCEECECCECEECEEARCTEEIGETCCATTCCGATGECGARATGCTGUGCRR
Guery 130 GGCEECAAGTACTACCICICCCCOGECGRARCCCOGATTIGECEGCEECGCCATTATTTCCOGCC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbkict 121 GGECOEECAAGTACTACCTICTICCCOGGCGRRCCCOGATIGECGGCOGEECGCCATTATTTCCOGCC
Query 190 GOEATCAGGCATGECGATCACCTICIGCICCCTCGCCGTICETICTICCGCGOGCTATACCRARC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skjct 181 GCOEATCAGGCATGGCGATCACCICIGCICCCICGCCGICETICTCCGCGOGCTATACCRARC
fuery 250 GGECIGEECCGTGACCATCTICCTCCCCTITACRRAGGCCGCGTTCATTARGRACCTCCTGECCT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skict 241 GGECIGEECCGTGACCATCTCCTCCCCITACAAGGCCGCGTTCATTARGACCTCCTEECCT
Query 310 CIGRACCTICCGCTITCGCCTIATCTIGGCCCCGRATGIGTIGCACTAACTCCOCCTRACTEEETG
Perrerrerrrerrerrerrerrr et r ettt ettt
Skjct 301 CIGRRCCTCCGCTIICGCCTIATCIGGCCCCGRATGIGIGCACTARCTCOCCTRAACTEEETG
Query 370 GICGICARGTACRAGTCCAGETICCCIGEECGARGCCGTICATGCTGEECCACRRAGCRARGRG
TEEETEr e e e v e r e e et e e e e ettt rrrnd
Skict 361 GICGTCAAGTACRAGTCCAGETCCCIGGEECGALGCCGTICATGCIGEEOGACARGCARGIG
Query 430 TICEECARCGCGIICGIGICCGEGCICCITCICCATCGRGACTCACGRATACCGARRRAGCLT
Perrerrerrrerrerrerre e et r et ettt e
Skjct 421 TICGEECRARCGCGTITICGIGICCGGCICCITCTICCATCGRAGRCTCACGRATACCGARRRGCRT
fuery 490 CATTATRAGCTGEIGITIAGECAGCAGEECCAGEATGRAATCOGCCARCATOGECGTCARD
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbkict 481 CATTATARGCTIGEIGTITITAGGCAGCAGGGCCAGGLATGARTCCOGCCARCATCGECGIC
fuery 550 CICGACTICCGARAGATCGCCGCCGCCIGGTICGTICACCGRATRAAGEAGGCCCTGATCTTICARG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skjct 541 CICGACTICCGARGATCGCCGCCGCCIGETICGTICACCGRATRAAGEAGECCCTGATCTICARG
fuery &1l0 TICGACAAGETGARGEACARTTE 833
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict €01 TICGACAAGGTGRRAGGACRARTTGR 624
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Figura 34: Resultado obtido através da ferramenta BLAST no banco de dados
do NCBI (GenBank) ap6s analise da sequéncia do produto de PCR das 4 plantas
transgénicas avaliadas quanto a presenga do gene ilti-s.Sbjct representa a
sequéncia do gene sintético clonado no vetor pUBILN e Query a sequéncia

gerada pelo sequenciamento.
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9.3 - Anadlise de expressao do gene ilti-s em folhas das plantas de cana-de-acucar

transformadas

No intuito de verificar a expressao do trasgene ilti-s nas plantas transgénicas que
apresentaram PCR positivo para o gene, 6 plantas dentre essas 22 transgénicas obtidas
foram selecionadas para analise de expressao por PCR, utilizando cDNA como molde. O
RNA total extraido das 6 plantas transgénicas selecionadas e de 1 planta controle nédo
transformada foi tratado com DNAse | e analisado em gel de agarose 1,0%, o qual indicou
integridade e boa qualidade do RNA obtido (Figura 35).

Figura 35: Fotografia obtida do gel de agarose (1,0%) corado com
brometo de etideo referente ao RNA total extraido, pelo método do Trizol,
de 8 plantas transgénicas para o gene ilti-s (amostras 1 a 8) e 2 plantas
nao transformadas (C-).

O cDNA foi empregado nas reacoes de PCR para verificar expressao do gene de
interesse lti-s inserido via transformacédo genética. A reacdo de PCR foi realizada com
primers especificos a sequéncia do transgene (Figura 36). Verificou-se que todas as
plantas transgénicas analisadas apresentaram uma banda no tamanho do gene ilti-s
sugerindo a expressao deste gene nas plantas transformadas.
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Figura 36: Gel de agarose (1,0%) referente ao resultado das reac¢des de PCR,
utilizando o cDNA como molde, realizadas para andlise da integragdo do gene
ilti-s. M: Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen); amostras 1 a 6: plantas que
amplificaram o gene ilti-s; C -: controle negativo (planta nao transformada); H.O:
controle da reacao de PCR.

Uma vez confirmada a integracdo do transgene contendo o gene ilti-s por PCR no
genoma da cana-de-agucar, as 22 plantas transgénicas foram transferidas para o meio MS
fresco e sem adicao de agente seletivo para estimular o perfilhamento in vitro das plantas
(Figura 37A). Depois de 30 dias, 6 plantas transgénicas ja possuiam cerca de 2 a 3
perfilhos cada e, desta forma, um dos perfilhos de cada evento de transformacao foram
coletados e transferidos do ambiente in vitro para uma bandeja contendo substrato (Figura
37B), e colocadas na casa de vegetacao. Apos 30 dias as plantas de cana-de-agucar

foram transferidas para vasos maiores e mantidas na casa de veg/etacao (Figura 37C e
D).
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Figura 37: (A) Fotos da cana-de-agucar controle e transformadas in vitro.
(B) plantas transferidas para bandeja com substrato. (C) ap6s 30 dias as
plantas estavam com o dobro de tamanho e (D) foram transferidas para
vaso.

9.4 - Efeito de plantas de cana-de-acucar transgénicas sobre o desenvolvimento de
D. saccharalis

Larvas de D. saccharalis foram alimentadas com cinco tratamentos: controle e plantas
transgénicas contendo o gene ilti-s (plantas 1, 2, 3 e 4). O peso médio das larvas foi
determinado ap6s 22 dias da inoculacdo. O efeito das plantas transgénicas no
crescimento das larvas de D. saccharalis esta representado na Figura 38. Podemos
verificar que houve uma redugao de 23,4% e 17,3% no peso médio das larvas alimentadas
com folhas de cana transgénicas 2 e 3, respectivamente, quando comparada com as

larvas que alimentaram com folhas ndo transformadas (controle). No entanto, as larvas
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alimentadas com as plantas transgénicas 1 e 4 tiveram um aumento significativo no peso
(94% e 125%, respectivamente). Outro parédmetro importante a ser determinado neste
experimento € a sobrevivéncia das larvas ap6s o tratamento. Entretanto, tivemos alguns
problemas experimentais devido ao grande numero de larvas total do experimento (n>525)
e o tamanho dos individuos dificultando a obtencao de resultados conclusivos sobre o

efeito do transgénico na sobrevivéncia.

g — Diatraea saccharalis

a1

Peso medio (mg)

o T T T T T
Controle 1 2 5 4

Plantas de cana transgénicas

Figura 38: Efeito das plantas transgénicas com o gene ilti-s no
desenvolvimento das larvas de D. saccharalis. Peso médio das larvas
alimentadas com folhas de cana nao transformadas (controle) e larvas
alimentadas com folhas transgénicas (1 a 4). Cada valor representa a
média £ SD. Letras diferentes indicam que houve diferenga significativa
(p<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo
grupo (ANOVA, teste de Tukey).
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A Figura 39 ilustra o efeito das plantas de cana transgénicas no desenvolvimento das
larvas de D. saccharalis, apos 24 dias de inoculagdo. A imagem corrobora os resultados
apresentados no grafico anterior.

Figura 39: Foto ilustrando a varia¢gdo no tamanho das larvas de
D.saccharalis com 24 dias ap6s inoculagdo em folhas de cana-
de-agucar transgénicas. Linha C: larva alimentada com folhas
de cana ndo transformadas; Linha 1 a 4: larvas alimentadas
com folhas de cana transgénicas.

Um fato que chamou muito a atencdo durante o experimento foi a diferenca na
quantidade de folha consumida pelas larvas. A Figura 40 ilustra a quantidade de folha
ingerida pelas larvas controle e pelas larvas alimentadas com a planta transgénica 3 apos
dois dias de consumo. Observa-se claramente que as larvas alimentadas com a planta 3
consumiu menos folha quando comparada com o controle. Esse comportamento também
foi observado nas larvas que se alimentaram com as folhas da planta 2. Larvas
alimentadas com folhas dos transgénicos 1 e 4, inicialmente consumiram quantidades de
folhas semelhantes as larvas controle. Entretanto, foi verificado um aumento no consumo

no final do experimento. As fotos foram tiradas 8 dias ap6s o inicio dos tratamentos.
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Figura 40: Foto ilustrando a quantidade de folha
de cana consumida pela larva controle (C) e pela
larva alimentada com folha transgénica (planta 3).

Ensaio triptico foi realizado para avaliar se houve alteragdes no perfil enzimatico
digestivo das larvas que se alimentaram com plantas transgénicas. As enzimas presentes
no intestino médio das larvas alimentadas com folhas controle e com folhas transgénicas
tiveram sua atividade avaliada através da hidrélise do substrato BAPNA. As larvas
alimentadas com as plantas transgénicas 1, 2 e 4 ndo mostraram alteracées no perfil
enzimatico do intestino quando comparadas com o controle. Entretanto foi verificado um
aumento de 9,8% na atividade triptica das larvas alimentadas com a planta transgénica 3
(Figura 41).
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Figura 41: Resposta das proteinases do intestino médio de larvas de D.
saccharalis a ingestdo de plantas de cana transgénicas contendo o gene
ilti-s. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) dos valores
quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de
Tukey).

10 - Transformacao genética de tabaco

Uma vez obtido o gene ilti optamos pela transformacgéo de plantas de tabaco devido a
sua manipulacao genética ser relativamente simples ja que se trata de uma planta de facil
regeneracao in vitro. As plantas de tabaco foram entdo transformadas com os genes ilti e
ilti-s. Como descrito nos Métodos, os genes ilti e ilti-s foram amplificados a partir do DNA
gendmico de /. laurina e do plasmideo pIDTSMART-AMP respectivamente (Figura 42).
Ap6s a obtencdo dos fragmentos, estes sofreram dois eventos de subclonagem
sucessivos (i) em pGEM-T Easy e (i) no vetor pRT104. As analises dos clones
recombinantes foram realizadas por PCR, digestdo com as enzimas Sacl/BamH| (gene ilti)
e Kpnl/BamH| (gene ilti-s) e sequenciamento. Estes resultados estdo mostrados nas
Figuras 43A e B, respectivamente. Como produto da subclonagem em pRT104 foi obtido o

cassete (35S P :: gene : Poly-A) para cada gene em estudo. Esses cassetes foram
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clonados no vetor pCAMBIA2301 gerando os plasmideos pCAMBIA2301-ilti e
pCAMBIA2301-ilti-s, respectivamente. A selegao dos transformantes foi realizada por trés
vias: por analise de restricdo usando a mesma enzima utilizada para a clonagem, por PCR
usando os primers especificos (Figuras 44A e B) e por sequenciamento com primers
especificos para cada um dos genes. O resultado do sequenciamento revelou que o
fragmento clonado corresponde com o gene ilti e o ilti-s em cada caso.

Os vetores pCAMBIA2301-ilti e pPCAMBIA2301-ilti-s foram transformados na linhagem
desarmada GV3101 de Agrobacterium tumefaciens. Os clones de Agrobacterium que se
desenvolveram em meio seletivo contendo canamicina foram analisados por PCR. Uma
vez verificada a presenca do gene, as bactérias recombinantes foram utilizadas para
transformar os discos foliares de tabaco. As plantas de tabaco foram selecionadas

utilizando o antibidtico canamicina.

700 pb =—
500 pb mm—

Figura 42: Amplificagdo dos genes ilti e ilti-s a partir do
DNA  genbmico e do vetor pIDTSMART,
respectivamente, utilizando pares de primers para a
sequéncia completa do gene. Linha M: Marcador 100 pb
DNA Ladder (Fermentas). Linha 1: gene ilti obtido a partir
de PCR. Linha 2: gene ilti-s obtido a partir de PCR.
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Figura 43: Gel de agarose (1%) do PCR e da digestdo dos clones recombinantes.
(A) amplificacdo dos genes ilti e ilti-s no pPGEM-T Easy por PCR. Linha M: Marcador
de 100 pb DNA Ladder (Fermentas). Linha 1: confirmag&o do gene ilti obtido a partir
de PCR. Linha 2: confirmacao do gene ilti-s obtido a partir de PCR. (B) Digestao
com as enzimas de restricdo Sacl/BamH| (gene iltiy e Kpnl/BamHI (gene ilti-s). Linha
M: Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1: pGEM-T Easy-gene ilti digerido
com Sacl e BamH]I. Linha 2: pPGEM-T Easy-gene ilti-s digerido com Kpnl e BamHl.

Figura 44: Gel de agarose (1%) do PCR e da digestdo dos clones recombinantes. (A)
amplificagéo e digestao do gene ilti no pCAMBIA2301. Linha M: Marcador de 1Kb DNA
Ladder (Invitrogen). Linha 1: pCAMBIA2301-gene ilti digerido com Psfl. Linha 2:
confirmacao do gene ilti obtido a partir de PCR. (B) amplificacéo e digestdo do gene ilti-s
no pCAMBIA2301. Linha M: Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Linha 1:
pCAMBIA2301-gene ilti-s digerido com Hindlll. Linha 2: confirmacao do gene ilti-s obtido
a partir de PCR.

¢ 11633 pb 11633 pb

1636 pb —

<1333 pb

1018 pb — ¢—1249 pb

¢« 636 pb
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10.1 - Confirmacao das plantas de tabaco transgénicas por PCR

As plantas regeneradas em meio seletivo antes de serem confirmadas como eventos
de transformacédo foram chamadas de plantas candidatas. Para analisar a presenca dos
genes ilti e ilti-s nas plantas, foi extraido DNA total das plantas tolerantes a canamicina e
da planta ndo transformada para posteriores analises por PCR utilizando pares de primers
especificos para amplificagdo completa dos genes ilti e ilti-s (descrito no item 14.6.1).

Sete plantas candidatas foram analisadas para a presenca do gene ilti e nove plantas
canditadas foram analisadas para a presenca do gene ilti-s. Todas as plantas foram
confirmadas quanto a integracdo do gene ilti no genoma vegetal e 6 plantas foram
confirmadas quanto a integracdo do gene ilti-s no genoma vegetal. A Figura 45 representa
um gel de agarose (1,0%) contendo 5 plantas confirmadas para o gene ilti-s e 3 plantas
confirmadas para o gene ilti pela amplificacdo do fragmento de 636 pb e 552 pb,
respectivamente. Como controle negativo das reagdes utilizou-se a agua (mix da reacao
apenas) e planta de tabaco nao transformada.

1 2 3 4 5 6 7 8§ C- HO

& 636 pb
¢ 552pb

Figura 45: Gel de agarose (1,0%) referente ao resultado das reagées de PCR, utilizando
o DNA como molde, realizadas para andlise da integracdo dos genes ilti e ilti-s. M:
Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen); amostras 1 a 5: plantas de tabaco que
amplificaram o gene ilti-s; amostras 6 a 8: plantas de tabaco que amplificaram o gene ilti
C-: controle negativo (planta ndo transformada); H.O: controle da reagao.
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10.2 - Confirmacao da integracao dos genes ilti e ilti-s no genoma da planta via

sequenciamento

Trés amostras de plantas confirmadas por PCR quanto a integracdo do gene ilti e do
gene ilti-s no genoma vegetal foram sequenciadas e analisadas pela ferramenta BLAST
presente no banco de dados do NCBI (Genbank). As sequéncias de nucleotideos obtidas
pelos sequenciamentos apresentaram 100% de identidade com a dos genes clonados nos
vetores pCAMBIA2301-ilti e pCAMBIA2301-ilti-s (Figuras 46 e 47, respectivamente).
Sendo assim, podemos concluir que contamos com plantas de tabaco transformadas com
0s genes de interesse.

Score Expect Identities Gaps Strand
1020 bits{552) 0.0 552/552(100%) 0/552(0%) Plus/Minus
fuery 3 GEATCCTCARTTGTCCTTGACCTIGTCGRACTTGRARATCAGRGOCTCTTTATCAGTRRAD &2

Sbjct 552 GEATCCTCAATTIGICCITGACCTIGICGAACTIGRARRRATCAGAGCCICTTITATCAGTARC 4353
Query &3 ARCCRARACGACGTCGGTCTTCACTAT CARGCTTCACTCCGATGTTTGCAGATTCATCCIG 122

Sbjct 452 ARCCARRCGACGICGEICTICACTATCAAGCTTICACTCCGATGITIGCAGATICATCCTE 433

Query 123 ACCTTIGCTGACGGAACACRAGCTTATAGIGATGCTITICTGTATCATGEGICTICGATAGR 182
FEETETEEE et e e et e et e e et e e e e e erynd
Sbjct 432 ACCTIGCTGACGGAACACRAGCTTATAGIGATGCTITICIGTIATCATGEEICTICGATAGR 373
Query 183 GRACGRRCCAGRARCARARRGGCATTACCARRTTCCTIGITTATCACCARGCATCACAGCICTC 242
FEEEETEErr et e r e et e et e e eyl d
Sbjct 372 GRACGRARCCAGRARCARARAGGCATTACCARRTTCCIGITTATCACCAAGCATCACAGCCIC 313
Query 243 TCCTARRCTACGAGACTTTACGACGACCCAGTITAGGCGRAATTGRIGCARRCGITIGEIGE 302
FEETETEEE e et et et e e e et b e et e e e r e ertnd
Sbjct 312 TCCTARRCTACGAGACTTTACGACGACCCAGTITAGGCGRATTGEIGCARARCGITIGEIGC 253

Query 303 TRARATACGCGRACCTTAGGITCAATGGECCATGRAAGITTTGATGARAGCAGCTITGTARAGE 362

Sbjct 252 TRARATACGCGRACCTTAGGITCAATGGECCATGAAGITTTGATGARAGCAGCTITGTARAGE 1383
Query 363 AGATGATATGETGACAGCCCAGCCATTAGTIGTACCTAGCTGAARCCACAGCIGAGTGAGCE 427
LT EETE et e e e e e et e et e e e e e e el
Sbjct 1352 AGATGATATGEIGACAGCCCAGCCATTAGTIGTACCTAGCTGAARCCACAGCIGAGTGAGCE 133
Query 423 CRAATGATCTCCATGCCTAATGGCAGCAGATATARTGECTCCTCCTCCARTAGGATTAGT 482
LTt er e e e e et e et e e e e e e e el
Sbjct 132 CRRATGATCTCCATGCCIAATGGCAGCAGATATAATGECTCCTCCICCAATAGGATTAGE 73
fuery 483 GEETGACAAGTAGTACTIGCCACCATTITCTCARCATTTCGCCGTICTGAGICCACCACCAC 542

FEEETEETE e et e e e e e et e et e e e e e et
Sbjct T2 FEETACAAGTAGTACTIGCCACCATTTCTCARCATTITCGCCGTICTGAGT CCACCACCAC 13
fuery 543 CTICCATGAGCTC 554

LT
Sbjct 12 CICCATGAGCTIC 1

Figura 46: Resultado obtido através da ferramenta BLAST no banco de dados
do NCBI (GenBank) apés andlise da sequéncia do produto de PCR das 3 plantas
transgénicas avaliadas quanto a presenga do gene ilti. Sbjct representa a
sequéncia do gene ilti clonado no vetor pCAMBIA2301 e Query a sequéncia
gerada pelo sequenciamento.
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Uma vez confirmada a integracdo dos transgenes no genoma de tabaco, 1 planta

transgénica contendo o gene ilti (planta G1) foi repicada para obtencédo de clones, o

mesmo foi realizado com 2 plantas transgénicas contendo o gene ilti-s (plantas S1 e S2).

Apés enraizamento as plantas foram transferidas para vasos e colocadas na casa de
86

vegetacao (Figura 48).



Figura 48: (A) Planta de tabaco com 8 dias ap6s o plantio. (B) Planta de tabaco com 30 dias
apés o plantio. (C) Plantas de tabaco controle (vaso rosa), plantas de tabaco transgénicas
contendo o gene ilti (vaso azul) e plantas de tabaco transgénicas contendo o gene ilti-s (vaso
amarelo).

10.3 - Efeito de plantas de tabaco transgénicas sobre o desenvolvimento de H.

virescens

Larvas de H. virescens foram alimentadas com quatro tratamentos: controle, planta
transgénica contendo o gene ilti (G1) e plantas transgénicas contendo o gene ilti-s (S1 e
S2). O peso médio das larvas de H. virescens e 0 numero de individuos sobreviventes
foram determinados apds 13 dias da inoculagdo. O efeito das plantas transgénicas no
crescimento das larvas de H. virescens esta representado na Figura 49. Podemos verificar
que houve uma reducao de 51% (estatisticamente significativa) no peso médio das larvas
alimentadas com folhas de tabaco transgénicas S2 e G1 quando comparadas com as
larvas que se alimentaram com folhas ndo transformadas. Larvas alimentadas com
plantas S1 ndo apresentaram uma redugao significativa no peso quando comparado com
o controle. Entretanto, analises da sobrevivéncia larval mostraram uma redugéao de 62,5%

e 38% para as larvas que se alimentaram com folhas de tabaco transgénicas S1 e G1.
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Figura 49: Efeito das plantas de tabaco transgénicas com os genes ilti e ilti-
s no desenvolvimento das larvas de H. virescens. Peso médio das larvas
alimentadas com folhas de tabaco néo transformadas (controle), larvas
alimentadas com folhas transgénicas contendo o gene ilti-s (S1 e S2) e
larvas alimentadas com folhas transgénicas contendo o gene ilti (G1). Cada
valor representa a média + SD. Letras diferentes indicam que houve
diferenga significativa (p<0,05) dos valores quando comparados entre si
dentro de um mesmo grupo (ANOVA, teste de Tukey).

A Figura 50 ilustra o efeito das plantas de tabaco transgénicas no peso médio das
larvas de H. virescens, apdés 7 dias de inoculagdo. Embora recém comecado o
experimento ja foi possivel observar diferengas no desenvolvimento das larvas
alimentadas com plantas transgénicas. A Figura 51 ilustra os resultados deste
experimento apds 16 dias de tratamento. Corroborando os dados do grafico apresentado
na Figura 49, as larvas alimentadas com plantas transgénicas S2 e G1 tiveram o seu
desenvolvimento comprometido. Além desta diferenca no peso podemos observar que a
larva alimentada com planta controle apresenta uma coloracdo mais escura do que as

larvas submetidas aos tratamentos com plantas transgénicas.
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Figura 50: Fotos das larvas de H. virescens alimentadas em folhas de tabaco
transgénicas apds 7 dias de inoculacdo. Controle: larvas alimentadas com folhas néo
transformadas; S1 e S2: larvas alimentadas com folhas transgénicas contendo o
gene ilti-s; G1: larvas alimentadas com folhas transgénicas contendo o gene ilti.
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Figura 51: Fotos ilustrando a variagdo no tamanho das
larvas de H. virescens com 16 dias ap6s inoculacdo em
folhas de tabaco transgénicas. (A) Linha C: larva alimentada
com folhas de tabaco nado transformadas; Linha S1 e S2:
larvas alimentadas com folhas de tabaco transgénicas
contendo o gene Jlti-s. Linha G1: larva alimentada com
folhas de tabaco transgénicas contendo o gene ilti.

Ensaio triptico foi realizado para avaliar se houve altera¢gdes no perfil enzimatico
digestivo das larvas alimentadas com folhas de plantas transgénicas G1, S1 e S2 quando
comparadas com o controle. As enzimas presentes no intestino médio das larvas
alimentadas com folhas controle e com folhas transgénicas tiveram sua atividade avaliada
através da hidrélise do substrato BAPNA. Foi verificado um aumento de 68.6%, 27% e de
29.8% na atividade ftriptica das larvas alimentadas com as plantas transgénicas S1, S2 e
G1, respectivamente (Figura 52) quando comparadas com o controle.
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Figura 52: Resposta das proteinases do intestino médio de larvas de H.
virescens a ingestao de plantas de tabaco transgénicas contendo os genes
ilti-s e ilti. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) dos
valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo (ANOVA,
teste de Tukey).
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VII - DISCUSSAO

Inibidores de tripsina produzidos por plantas s&o considerados agentes
antimetabolicos de insetos ja que interferem no processo de degradacéo das proteinas no
intestino médio destes organismos causando deficiéncia proteica e influenciando assim no
seu crescimento e desenvolvimento (RYAN, 1990). Este retardo no crescimento prolonga
o periodo em que esses herbivoros estao susceptiveis a predadores (HARTL et al., 2010).
O potencial uso destas proteinas no controle de insetos-praga tem sido amplamente
explorado com resultados satisfatérios (DUAN et al., 1996).

Neste estudo, foi testada a atividade inseticida de um inhibidor de tripsina de Inga
laurina (ILTI) através da sua incorporacdo em dieta artificial para a broca da cana D.
saccharalis e a praga do tabaco H. virescens. Quando incorporado em dieta artificial a
uma concentracdo de 0,1% para D. saccharalis, ILTI nao influenciou na sobrevivéncia das
larvas, mas ocasionou uma diminuigdo de 51% no peso médio larval (Figura 18A e B). Em
relacdo as larvas de H. virescens que se alimentaram em uma dieta artificial contendo
0,5% de ILTI, foi verificado uma reducgéo de 84% no peso das larvas e a sobrevivéncia ndo
foi alterada quando comparada com as larvas que se alimentaram em dieta controle
(Figura 19A e B). Os resultados aqui apresentados mostram que ILTI exerce atividade
antinutricionais contra D. saccharalis e H. virescens. Resultados similares tém sido
relatados para outros inibidores. Um inibidor de sementes de Adenanthera pavonina
adicionados a dieta artificial a uma concentracdo de 0,1% reduziu o peso larval de D.
saccharalis em 67% (SILVA et al., 2011). Inibidores de quimiotripsina isolados de feijao
(Psophocarpus tetragonolobus) causaram uma reducdo significativa no crescimento de
larvas de Helicoverpa armigera apés estas serem alimentadas em dieta artificial contendo
os inibidores (TELANG et al., 2009). As concentracdes de ILTI utilizada nestes bioensaios
correspondem aos niveis em sementes de leguminosas e foram semelhantes aos
utilizados em outros estudos (BABU e SUBRAHMANYAM, 2010).

A susceptibilidade e estabilidade de ILTI em relacdo a acédo de enzimas proteoliticas
presentes nos homogenatos intestinais de D. saccharalis e H. virescens foram
examinadas. ILTI foi resistente a protedlise quando incubadas com as proteinases do
intestino médio de larvas do quarto instar de D. saccharalis e H. virescens (Figura 20A e

B). Um resultado semelhante também foi encontrado para DrTl (inibidor de tripsina de
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sementes de Delonix regia), quando a sua digestibilidade foi testada contra enzimas
tripsina-like do intestino médio de larvas de Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica
(MACEDO et al., 2009). Insetos também secretam proteinases que sao capazes de digerir
o inibidor (GIRARD et al, 1998a, 1998b; GIRI et al, 1998; MICHAUD, 1997). Os
resultados com ILTI sdo promissores, uma vez que as proteinas que sao resistentes a
digestdo por proteinases sdo mais eficazes no controle de insetos (HARSULKAR et al.,
1999; TELANG et al., 2003). Esta resisténcia do inibidor a digestao pelas enzimas do
intestino do inseto é o primeiro pré-requisito para que a proteina exerga seus efeitos

antinutricionais.

Apbs o ensaio de alimentacdo, a atividade da tripsina foi avaliada nos extratos do
intestino e fezes das larvas, com o intuito de analisar o efeito da presencga de ILTI na dieta.
As larvas de D. saccharalis e H. virescens alimentadas em dieta contendo ILTI tiveram
uma reducdo nas taxa de crescimento, no entanto, a atividade triptica presente no
intestino médio foi similar a encontrada nas larvas que se alimentaram em dieta controle
(Figura 23A e 24A). Broadway e Duffey (1986) observaram um efeito semelhante em
relacdo ao crescimento de Heliothis zea e Spodoptera exigua, depois que estas espécies
foram alimentadas em uma dieta suplementada com dois inibidores de tripsina. Eles
observaram uma reducéao significativa na taxa de crescimento destas pragas, no entanto a
atividade triptica no intestino médio n&o foi reduzida. Similar a conclusédo obtida por
Broadway e Duffey, nossos resultados também sugerem que a reducdo na taxa de
crescimento dos insetos esteja relacionada a superexpressado de enzimas digestivas, de
modo a compensar o efeito inibitério de ILTI. Como consequéncia, ha uma diminuigdo na
disponibilidade dos aminoacidos essenciais para a sintese de outras proteinas

necessarias para o desenvolvimento dos insetos.

Em relacdo a atividade triptica nas fezes, as duas espécies de insetos que foram
alimentadas em dieta artificial contendo ILTI exibiram um perfil diferente em comparacao
com o0s grupos controle correspondentes. A atividade triptica nas fezes de D. saccharalis
foi menor que a do grupo controle (Figura 23B), enquanto que a atividade triptica nas
fezes de H. virescens foi maior (Figura 24B). E possivel que as diferencas entre os
padrboes de resposta ocorreram devido a existéncia de mecanismos de interacao inibidor-
intestino médio diferentes, em ambos os insetos. O intestino médio dos insetos é onde
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ocorre a maior parte da digestdo e a absorcao dos alimentos. Na maioria dos insetos, o
intestino médio é revestido por uma estrutura acelular quitinosa, a membrana peritréfica
(MP), que separa o conteudo luminal em dois compartimentos o espag¢o endoperitréfico e
0 espaco ectoperitrofico. Entre as espécies pode haver diferengas na composigao
bioquimica da MP (TELLAN, 1996) sugerindo que esta tem sofrido pressao evolutiva para
se adequar ao tipo de alimentacdo (LEHANE, 1997). Uma das principais fungdes da MP é
atuar no mecanismo de reciclagem de enzimas digestivas, fenébmeno conhecido como
circulagédo ecto-endoperitréfica (TERRA, 2001). Macedo e colaboradores (2002) relataram
que DMTI-Il, um inibidor de tripsina de sementes isoladas de Dimorphandra mollis,
interagiu com a quitina da membrana peritrofica do intestino médio de Callosobruchus
maculatus. Uma explicacao plausivel para os nossos resultados pode ser que ambos os
insetos apresentam diferengas na constituicdo de suas membranas intestinais
promovendo uma interagao diferencial com o inibidor. O resultado desta interagdo pode
ser uma perturbacdo na membrana peritréfica que poderia (i) dificultar o processo de
reciclagem das enzimas, fazendo com que sua quantidade seja aumentada nas fezes ou
(i) o inibidor pode se ligar a enzima formando um complexo cujo tamanho dificultaria a
passagem para o espago ectoperitréfico, indo assim parar nas fezes. No caso de H.
virescens, pode estar ocorrendo interacdo do inibidor com componentes da membrana
peritréfica aumentando assim a atividade de tripsina nas fezes. Ja em relagcéo as larvas de
D. saccharalis, ILTI ndo estaria interagindo com a membrana. O inseto poderia estar

retendo suas enzimas no intestino para tentar sobrepujar o efeito do inibidor.

Analisando o efeito de ILTI no consumo da dieta e na quantidade de fezes produzidas
verificamos que ILTI, quando incorporado em dieta artificial, ndo alterou a consumo da
dieta, mas fez diminuir a produgéo fecal das larvas de D. saccharalis (Figura 21). J& em
relacdo as larvas de H. virescens alimentadas em dieta contendo ILTI, houve uma
diminuigdo tanto na dieta consumida como nas fezes produzidas (Figura 22). Larvas
alimentadas com ILTI tiveram seu metabolismo alterado como podemos verificar nas
Tabelas 5 e 6. Os indices ECD e CM foram afetados para ambos os insetos. O ECD
diminui a medida que a propor¢ao de alimento digerido é metabolizado para gerar energia
(COELHO et al., 2007). Na dieta contendo ILTI o indice ECD foi menor, significando,
portanto, que uma menor quantidade de alimento foi utilizada para a producado de
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biomassa do inseto, o que justifica 0 menor peso larval. Este resultado esta de acordo com
0 aumento do custo metabodlico destas larvas. Para larvas de H. virescens, também foi
observado efeito sobre os indices ECI e AD. O ECI representa a capacidade do inseto em
utilizar o alimento ingerido para o crescimento. Uma diminuicdo no ECI sugere que uma
maior quantidade de alimento esta sendo metabolizado para energia e pouco esta sendo
convertido em biomassa, provavelmente para tentar contornar o efeito antinutricional de
ILTI. O aumento do indice AD observado para as larvas alimentadas em dieta contendo
ILTI foi provavelmente um resultado da baixa produgéo de fezes por estas larvas quando
comparado com o grupo controle. Este fato também foi observado por Mordue (Luntz) e
Blackwell (1993) e Rayapuram e Baldwin (2006).

Verificamos também a atividade anti-triptica das enzimas do intestino desses insetos
depois de alimentados com o inibidor, para avaliarmos se o inseto continuava sofrendo os
efeitos de ILTI. Os resultados mostraram que as enzimas dessas larvas continuavam
sensiveis a acao de ILTI (Figura 25A e B), sugerindo que nenhuma nova enzima
proteolitica resistente ao inibidor foi induzida nas larvas alimentadas em dieta contendo
ILTI. Brioschi e colaboradores (2007) verificaram que S. frugiperda ja na primeira geracao
foi capaz de se adaptar ao inibidor de soja por meio da producdo de novas enzimas
insensiveis ao inibidor. Entretanto, nossos resultados mostraram que D. saccharalis e H.
virescens nao foram capazes de se adaptarem a presenca de ILTI, pelo menos até o
quarto instar da primeira geracao. Estes experimentos sugerem que ILTI € um candidato
promissor para o controle destas duas pragas.

Para avaliarmos o potencial uso deste inibidor, sua eficacia também foi testada em
relacdo a outras espécies de insetos-praga. ILTI foi testado in vitro contra as proteinases
presentes no intestino médio de trés diferentes pragas, S. frugiperda (praga do milho), A.
ipsilon (praga de muitos cereais importantes) e T. absoluta (praga do tomate), todos
pertencentes a ordem Lepidoptera (Figura 26). A atividade inibitéria de ILTI foi eficaz
contra as enzimas tripsina-like extraidas das larvas destas espécies de insetos, sugerindo
que ILTI podera afetar o desenvolvimento larval dessas pragas quando incorporado em
dieta artificial.

Durante a ultima década, a utilizagdo de culturas transgénicas tem sido crescente,

especialmente com a descoberta de genes eficazes de plantas que podem ser transferidos
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entre as culturas e oferecer resisténcia contra pragas e patégenos (OLIVEIRA et al.,
2007). Genes de IPs, isolados de diferentes espécies vegetais, tém sido transferidos para
diversas plantas de interesse econémico, resultando em plantas transgénicas resistentes
ao ataque de insetos (BOULTER, 1993). O gene ilti foi isolado a partir do DNA gendémico
de /. laurina e clonado em um vetor de expressao a fim de avaliarmos o potencial de ILTI
como um candidato para a produgao de plantas resistentes as pragas da ordem
Lepidoptera. Obtivemos a sequéncia de nucleotideos completa do gene ilti, permitindo
assim realizar a clonagem do gene e expressdo da proteina em sistema de expresséo
heterblogo e a sua caracterizacdo funcional. A estratégia de utilizacdo de primers
degenerados para a amplificacdo do gene por PCR demonstrou ser eficaz para sobrepujar
as dificuldades de clonagem de um novo gene, quando a biblioteca de cDNA ou gendémica
ndo estdo disponiveis. A sequéncia de aminoacidos deduzida de ILTI, determinada
utilizando a sequéncia do gene ilti amplificado a partir do DNA genémico, foi similar a
sequéncia de aminoacido da proteina nativa de sementes, sequenciada por Macedo e
colaboradores 2007, indicando que esta regido do DNA gendmico ndo possui sequéncias
de intervencéao, o gene ilti, portanto, nao possui introns (Figura 27A e B). Este resultado foi
similar aos resultados obtidos a partir de outros inibidores tipo Kunitz que sao desprovidos
de introns. O gene obtido a partir do DNA gendémico de soja (Glycine max) que codifica um
inibidor de tripsina tipo Kunitz (SKTI) foi relatado ser um gene sem intron (SONG et al.,
1993). Outro relato similar foi observado por Roy e Dutta, (2009), isolaram um gene do
feijao que codifica um inibidor de quimiotripsina-tripsina tipo Kunitz (WbCTI) e este
também n&o apresentou intron. A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do gene ilti
amplificado estd de acordo com a sequéncia de aminodcido relatada de ILTI nativo
extraida de sementes de /. laurina, exceto pela auséncia de dois residuos de aminoéacidos,
Lys e Tyr, localizados entre os residuos Val 95 e Lys 98 da sequéncia de amino4cidos de
ILTI nativa. Essas diferengas entre a sequéncia da proteina nativa e a sequéncia de
aminoacidos deduzida a partir do DNA gendmico sugerem que [ laurina pode conter
diversos genes relacionados com inibidor de tripsina, tais como aqueles descrito para os
inibidores de tripsina de soja (Glycine max) (SONG et al., 1993; GOTOR et al., 1995) e o
inibidor de tripsina de D. regia (HUNG et al., 2007 ).
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Em relacdo a proteina expressa em bactéria (relLTI) esta provou ser tdo eficaz na
inibicao da atividade da tripsina bovina quanto a proteina nativa (Figura 30A). Além disso,
relLTIl foi capaz de inibir as enzimas tripsina-like do intestino médio de larvas de D.
saccharalis e H. virescens (Figura 30B). Nesse experimento in vitro em relacdo as
proteinases presentes no intestino médio das larvas, relLTl mostrou uma moderada e uma
forte inibicdo em relagéo as proteinase de D. saccharalis e H. virescens, respectivamente.
Este perfil da atividade anti-triptica de relLTI foi semelhante aquele observado para a
proteina ILTI nativa quando esta foi testada in vitro em relacdo as proteinases presentes
no intestino médio de larvas de D. saccharalis e H. virescens (ver linha controle na Figura
25A e B, respectivamente). No entanto, quando ILTI foi testado em dieta artificial e
fornecido a essas larvas, ele afetou o desenvolvimento dos insetos, verificado pela
drastica reducdo no peso dessas larvas. Com base nestes resultados, sugerimos que
relLTI podera exercer uma atividade antinutricional quando incorporada em dieta artificial.

Como abordado anteriormente, a continua necessidade de aumentar a producao de
alimentos requer o desenvolvimento e a aplicagdo de ferramentas biotecnoldgicas
inovadoras capazes de oferecerem variedades de culturas melhoradas, oportuna e
economicamente rentaveis (HAQ et al., 2004). A transformagéo de plantas com genes de
inibidores enzimaticos no combate de insetos-praga ganha forga. Muitos pesquisadores
defendem seu uso por constituir uma estratégia de defesa utilizada extensivamente pelas
plantas (THOMAS et al., 1995; BABU et al., 2003). Neste trabalho demostramos que ILTI,
quando incorporado em dieta artificial, afeta o desenvolvimento de D. saccharalis e H.
virescens sugerindo que este inibidor tem potencial para proteger as plantas de cana-de-

acucar e tabaco contra os danos causados por estes insetos.

Para avaliarmos o potencial do inibidor em estudo como uma ferramenta
biotecnoldgica procedeu-se a transformacao da cana-de-agucar com o gene sintético (ilti-
S) via biobalistica. Esta técnica foi escolhida por ser um dos principais métodos para
transformacdo de cana (MOORE, 1999). Além disso, é um procedimento bem
estabelecido no laboratério onde foi realizado o experimento (CEBTEC-ESALQ). A
transformacdo de cana-de-agcucar com o gene ilti-s foi realizada com sucesso, gerando
plantas resistentes a marca de selecao do vetor co-transformado (geneticina). Das 54
plantas regeneradas, 22 foram confirmadas quanto a integracdo do ilti-s no genoma
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vegetal, amplificando um fragmento de 636 pb (Figura 33). Dentre essas plantas de cana-
de-acucar transformadas com o gene ilti-s, 6 foram selecionadas para analise quanto a
expressdao génica. Nossos experimentos mostraram que as 6 plantas transformadas

analisadas expressaram o gene ilti-s (Figura 36).

Posteriormente, foi analisado o efeito de quatro destas plantas de cana transgénicas
em relagdo ao desenvolvimento de D. saccharalis. Em condi¢6es naturais, as larvas de D.
saccharalis vivem na folha de cana até o segundo instar, depois penetram no colmo e
ficam até completarem seu ciclo de vida (MENDONCA et al., 1996). Apesar das larvas de
D. saccharalis nao completarem seu ciclo de vida no tecido foliar, elas vivem por um longo
tempo neste tecido, tornando-se viavel a utilizacdo deste material vegetal para nossos
ensaios biologicos. A finalidade do nosso trabalho é obter um transgénico capaz de afetar
o desenvolvimento das larvas de D. saccharalis ja que o inibidor se ligaria na tripsina do
intestino do inseto impedindo a degradacdo das proteinas ingeridas. Falco e
colaboradores (2003) em um experimento com plantas de cana-de-acucar transgénicas
expressando inibidores de proteinases de soja verificaram que as larvas de D. saccharalis
alimentadas com folhas transgénicas tiveram um atraso no seu desenvolvimento quando
comparado com as larvas que se alimentaram em folhas ndo transformadas. Para avaliar
a eficiéncia do nosso transgénico, foi determinado o peso médio das larvas e a atividade
triptica do intestino larval. Os resultados mostraram diferengcas no desenvolvimento das
larvas alimentadas com folhas transgénicas. Das quatro plantas transgénicas analisadas,
duas delas (plantas 2 e 3) exerceram um efeito negativo no crescimento das larvas
mostrando uma reduc¢éao significativa no peso médio das mesmas. Entretanto, o efeito das
outras duas plantas transgénicas (1 e 4) foi oposto verificando-se um aumento no peso
médio larval (Figura 38). Além dos efeitos de retardo do crescimento larval, alguns
trabalhos tem relatado que as larvas dos insetos sdo capazes de se adaptar a presenca
de inibidores mediante a producdo de novas proteases insensiveis aos inibidores na
tentativa de compensar as enzimas inibidas. Estas larvas exibem aumento na taxa de
ingestdo de alimento e um maior desenvolvimento do que as larvas controle (JONGSMA
et al., 1995; GIRARD et al., 1998; CLOUTIER et al.,1999; LECARDONNEL et al., 1999).
Abdeen e colaboradores (2005) observaram que larvas de Heliothis obsoleta alimentadas
com plantas de tomate transgénicas expressando baixos niveis de dois inibidores de

98



proteinases foram capazes de se adaptarem mediante a superproducdo de uma nova
classe de proteinas resistentes aos inibidores. Os autores relacionaram este aumento das
enzimas digestivas com um aumento de crescimento observado nessas larvas. Estas
observagdes explicariam o aumento do peso das larvas alimentadas com as plantas

transgénicas 1 e 4.

Alternativamente, a diferenca observada nos efeitos das plantas transgénicas com o
gene ilti-s no desenvolvimento das larvas de D. saccharalis poderia estar relacionada aos
niveis de expressdo do inibidor e/ou a producao da proteina ativa. Larvas alimentadas
com plantas transgénicas expressando altos niveis do inibidor teriam um retardo no
crescimento. Esta bem documentado que a expressao do transgene depende da regido de
insercdo no genoma vegetal, do numero de copias inseridas e da sua integridade apds a
insercdo (PICELLI, 2010). Regibes centroméricas, intergénicas e de heterocromatina, por
exemplo, apresentam baixa atividade génica por serem locais onde a cromatina encontra-
se altamente condensada. No entanto, a eucromatina, onde a cromatina se encontra mais
desespiralada, facilita o acesso dos agentes reguladores da transcricdo mostrando mais
eficiéncia na expressdo dos genes inseridos neste local do genoma (PICELLI, 2010).
Apesar da transformacao genética via biobalistica ser a principal metodologia empregada
na introducdo de transgenes em cana-de-acucar, as plantas transgénicas produzidas
mostram grande variacdo na expressdao do transgene (LAKSHMANAN et al.,, 2006).
Altpeter e colaboradores (2005) relataram que baixo numero de cépias do transgene no
genoma vegetal esta relacionado com altos niveis de expressao. Entretanto cada cassete
de expressao deve estar intacto, isto é, nao sofrer rearranjos ou fragmentacao
anteriormente a integragdo. Kohli e colaboradores (1999) mostraram que a presenca de
uma ou mais copias rearranjadas podem potencialmente levar ao silenciamento génico,
mesmo se outras copias estdo intactas ou funcionais. Para investigar quais das situacoes
citadas acima estariam, de fato, relacionadas com a diferenga de efeito de /lti-s no
desenvolvimento de larvas de D. saccharalis estdo sendo realizados novos experimentos
(i) Southern Blot para determinar o numero de copias do transgene inserido no genoma
vegetal e (i) PCR em tempo real para avaliar quantitativamente os niveis de expressao de
ilti-s nas plantas transgénicas. Outro fator importante a ser considerado é o fato que a
verificacdo da expressao do transgene nao garante que a proteina esta sendo produzida.
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Por esta razao é fundamental avaliar a presenca da proteina ILTI-s no extrato de proteinas
totais de folhas das plantas transgénicas. Com este intuito, foi produzido em coelho um
anticorpo policlonal anti-ILTI. Estamos em fase de padronizagcdo da extracdo de proteinas

para o desenvolvimento do experimento.

O ensaio triptico foi realizado para avaliar se houve alteragées no perfil enzimético
digestivo das larvas que se alimentaram com plantas transgénicas. As enzimas presentes
no intestino médio das larvas alimentadas com folhas controle e com folhas transgénicas
tiveram sua atividade avaliada através da hidrélise do substrato BAPNA. As larvas
alimentadas com as plantas transgénicas 1, 2 e 4 ndo mostraram alteragcées no perfil
enzimatico do intestino quando comparadas com o controle. Entretanto foi verificado um
aumento (estatisticamente significativo) de 9,8% na atividade triptica das larvas
alimentadas com a planta transgénica 3 (Figura 41). Este aumento nos niveis de enzimas
digestivas estaria diretamente relacionado com a diminuicdo do crescimento como

proposto por Gatehouse e colaboradores (1992).

Além de verificar o potencial de ilti-s no desenvolvimento de larvas de D. saccharalis
mediante a obtencdo de cana-de-agucar transgénica, plantas de tabaco foram
transformadas com os genes ilti e ilti-s, via Agrobacterium tumefaciens. A transformacao
de plantas de tabaco com os genes em estudo foi bem sucedida (Figura 45). Trés plantas
transgénicas, duas expressando o gene ilti-s (S1 e S2) e uma expressando o gene ilti
(G1), foram avaliadas em relacdo ao desenvolvimento de H. virescens. Houve uma
reducao de 51% no peso médio das larvas alimentadas com folhas de tabaco transgénicas
S2 e G1 quando comparadas com as larvas que se alimentaram com folhas nao
transformadas (Figura 49). Os resultados mostraram que o gene ilti amplificado a partir do
DNA genbmico de /. laurina foi igualmente eficiente ao gene sintético (ilti-s) com uso de
cbédons da cana-de-acucar na diminuicao do crescimento de larvas de H. virescens. Estes
experimentos também sugerem que o peptideo sinal ndo seria fundamental para o correto

enovelamento da proteina e para sua atividade biologica.

Os mesmos efeitos de redugéo de crescimento de larvas alimentadas com plantas de
tabaco transgénicas expressando inibidores de proteinases foram relatados por outros
autores. Johnson e colaboradores (1989) expressaram um inibidor de proteinase de

tomate Il em plantas de tabaco e observaram um retardo no crescimento das larvas de
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Manduca sexta que se alimentaram com folhas das plantas transgénicas. Marchetti e
colaboradores 2000 expressaram um inibidor de soja tipo Kunitz em plantas de tabaco e
verificaram reducdo no peso médio larval de Spodoptera littoralis. Foi avaliada também a
atividade triptica no extrato do intestino médio das larvas de H. virescens. Foi verificado
um aumento na atividade triptica das larvas alimentadas com as plantas transgénicas S1,
S2 e G1 (Figura 52). Como explicado para larvas de D. saccharalis, a redugcéo na taxa de
crescimento de H. virescens alimentadas com plantas transgénicas pode estar relacionada
com uma superexpressao das enzimas digestivas de modo a compensar o efeito inibitdrio
de ILTI. Esta relatado também que a expressdo do inibidor pode levar ao retardo do
desenvolvimento do inseto (ABDEEN et al., 2005). Segundo mostrado na Figura 51, as
larvas alimentadas com as plantas transgénicas G1, S1 e S2 apresentam uma coloracao
mais clara do que a larva controle. Pode se observar que H. virescens sofre um
escurecimento do tegumento durante o desenvolvimento. Por esse motivo, sugerimos que
a larva controle, visivelmente mais escura, poderia estar em instar de desenvolvimento

maior do que as larvas submetidas aos diversos tratamentos.

Além dos efeitos no desenvolvimento larval, plantas transgénicas expressando
inibidores de proteinases podem afetar a sobrevivéncia dos individuos. Abdeen e
colaboradores (2005) verificaram que larvas de H. obsoleta alimentadas com folhas de
tomate transgénicas expressando dois inibidores de proteinases apresentaram um
aumento de 30,4% na taxa de mortalidade quando comparadas com o controle. Este
parametro nao foi avaliado para larvas de D. saccharalis por dois motivos (i) elevado
namero de individuos utilizados no experimento e (ii) complexidade experimental dado o
tamanho das larvas, como descrito anteriormente. Neste trabalho verificamos a
sobrevivéncia de larvas de H. virescens submetidas aos diversos tratamentos. Os
resultados mostraram uma redug&o na sobrevivéncia das larvas que se alimentaram com
folhas de tabaco transgénicas S1 e G1 quando comparadas com as larvas que se
alimentaram com folhas de tabaco nao transformadas. As larvas alimentadas com plantas
S1 mesmo ndo mostrando alteragcbes significativas no peso, apresentaram uma taxa de
mortalidade de 62% sugerindo que o transgénico produziu um efeito nocivo para a maioria
das larvas. Entretanto, as larvas sobreviventes conseguiram se adaptar a presenca do
inibidor provavelmente pela superexpressao de enzimas digestivas (Figura 52).
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E importante ressaltar que foram observados efeitos similares do inibidor ILTI sobre o
desenvolvimento de D.saccharalis e H. virescens quando alimentadas tanto com dieta
artificial suplementada com esta proteina quanto com plantas transgénicas contendo o
gene em estudo. Os resultados obtidos usando plantas transgénicas sao preliminares
devido a necessidade de fazer uma caracterizacdo molecular mais detalhada destas
plantas, repetir as analises experimentais aumentando o numero de tratamentos e de
individuos e realizar testes em casa de vegetagdo. No entanto, consideramos que
conseguimos resultados importantes que sugerem que a utilizacdo de plantas
transgénicas contendo o inibidor ILTI pode ser uma estratégia promissora no controle das
pragas testadas.
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VIIl - CONCLUSOES

v" A proteina ILTI é um bom candidato para o uso no controle de insetos-praga por
trés raz6es fundamentais:

1. Propriedade antinutricional do inibidor de tripsina purificado de
sementes de [ laurina verificada em relagdo as larvas de D.

saccharalis e H. virescens;

2. ILTI mostrou resisténcia a digestdo por proteinases presentes no
intestino dos insetos testados;

3. Os insetos alimentados com dieta artificial contendo ILTI nao

mostraram adaptacao a este inibidor até a primeira geracao;

v Geramos uma potencial ferramenta biotecnolégica mediante a elucidacdo da
sequéncia do gene ilti a demonstracdo de que esse gene € expresso de forma

funcional em bactérias e que a proteina recombinante pode ter efeito inibitorio.

v' Plantas transgénicas de tabaco e cana-de-aglcar foram capazes de interferir no
metabolismo dos insetos-praga testados sugerindo que esta estratégia pode ser
promissora na obtencao de plantas mais resistentes ao ataque de insetos.
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IX- PERSPECTIVAS

v Caracterizagcdo molecular das plantas transgénicas obtidas. Estas anélises incluem
determinacdo do numero de copias do transgene e andlise de expressao
quantitativa nos diversos transformantes.

v Identificagcdo da proteina ILTI em extrato de proteinas totais de folhas de plantas

transgénicas mediante a técnica de Western Blot utilizando anticorpo policlonal anti-
ILTI.

v' Realizacao de testes das plantas transgénicas em casa de vegetacao com o intuito

de avaliar sua resisténcia ao ataque dos insetos-pragas.
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Native Inga laurina (Fabaceae) trypsin inhibitor (ILT1) was tested for anti-insect activity against Diatraea
saccharalis and Heliothis virescens larvae. The addition of 0.1% ILTI to the diet of D. saccharalis did not alter lar-
val survival but decreased larval weight by 51%. The H. virescens larvae that were fed a diet containing 0.5%
ILTI showed an 84% decrease in weight. ILTI was not digested by the midgut proteinases of either species
of larvae. The trypsin levels were reduced by 55.3% in the feces of D. saccharalis and increased by 24.1% in
the feces of H. virescens. The trypsin activity in both species fed with ILTI was sensitive to the inhibitor,
suggesting that no novel proteinase resistant to ILTI was induced. Additionally, ILTI exhibited inhibitory ac-
tivity against the proteinases present in the larval midgut of different species of Lepidoptera. The organiza-
tion of the ilti gene was elucidated by analyzing its corresponding genomic sequence. The recombinant ILT]
protein (relLTI) was expressed and purified, and its efficacy was evaluated. Both native LTI and rell.Tl
exhibited a similar strong inhibitory effect on bovine trypsin activity. These results suggest that ILTI presents
insecticidal properties against both insects and may thus be a useful tool in the genetic engineering of plants.
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1. Introduction

Agricultural production processes have been transformed many
times in the past years due to food demand. The increase in the world
population coupled with the decrease of the availability of agricultural
land means that it is necessary to produce more food with less land.
For major crops, losses due to insect pests are estimated at 10-20%,
and these losses are one of the most significant factors limiting food
production (Ferry et al., 2006).

Lepidoptera insects are one of the most important groups of crop
pests in the world, and they often attack a wide range of crops, causing
significant economic damage (Dunse et al., 2010). Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera, Crambidae), the sugarcane borer, is
the major insect pest of sugarcane in Brazil and other South American
countries. It is also responsible for significant economic damage to
many other crops, including maize, sorghum and rice (Pompermayer
et al., 2001, 2003). In addition, Heliothis virescens (Fabricius, 1777)
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(Lepidoptera, Noctuidae), the tobacco budworm, is present in both
North and South America. This insect is highly polyphagous on its larval
stage and is considered to be the major pest of tobacco, but it can also
attack cotton, tomato, sunflower and soybean (Fitt, 1989, Brito et al.,
2001).

Serine proteinases (trypsin, chymotrypsin and elastase-like
endoproteinases) are the main enzymes present in the midgut of
lepidopterans (Parde et al, 2010), including D. saccharalis and
H. virescens. Proteinase inhibitors (PIs) are distributed in all living
organisms, but they are more commonly described in plants (Major
and Constabel, 2008; Lopes et al., 2009). Pls are usually found in
different organs of the plants, such as seeds (Garcia et al, 2004;
Gomes et al,, 2005) and leaves (Bijina et al.,, 2011).

Proteinase inhibitors have shown deleterious effects against pest
insects, and these effects have been described in both in vitro and in
vivo assays (Bhattacharyya et al., 2007; Lingaraju and Gowda, 2008).
The involvement of Pls in the defense strategy of plants against in-
sects is based on the inhibition of the proteinases that are involved
in vital processes in pests (Hilder et al., 1993; Jongsma and Bolter,
1997; Fan and Wu, 2005). When ingested by insects, Pls cause
amino acid starvation and retard larval development (Giri et al,
2005; Oliva et al., 2010). Based on these results, the genes encoding
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Pls have been used to produce transgenic plants resistant to insect
attacks (Alfonso-Rubi et al., 2003; Abdeen et al., 2005; Dunse et al.,
2010).

As a result of selective pressures, however, insect herbivores have
developed multiple mechanisms of adaptation to overcome the de-
fensive effects of Pls (Gatehouse, 2011). Among these mechanisms
we can mention the overexpression of Pl-sensitive enzymes (De Leo
et al., 1998), the PIs proteolytic cleavage by insect proteases (Yang
et al, 2009), and the expression of proteinases that are insensitive
to inhibition (Jongsma et al., 1995; Brito et al., 2001). Because the ad-
aptation is a result of the co-evolution between insects and plants,
one possible way to obtain satisfactory results using Pls in pest con-
trol is to evaluate the potential of Pls purified from unrelated host
plants to make the adaptation by pest insects more difficult
(Jongsma and Bolter, 1997; Falco and Silva, 2003).

A previous study of our group described the purification of a trypsin
inhibitor from Inga laurina seeds (Fabaceae, alt. Leguminosae) (ILTI),
characterized by having a single polypeptide chain with 180 amino
acid residues (Macedo et al., 2007). ILTI is a competitive type inhibitor
and has been grouped into the Kunitz family of serine proteinase
plant inhibitors based on homologous analyses. However, ILTI contains
Just one disulfide bridge differing from the majority of other Kunitz in-
hibitors (Macedo et al., 2007). In addition, ILTI showed a strong inhibi-
tory activity against insect trypsin (Macedo et al., 2011).

This work presents the use of ILTI as a possible defense mecha-
nism for sugarcane and tobacco crops against attacks of D. saccharalis
and H. virescens, respectively. To evaluate the efficacy of ILTI as an in-
secticide tool against these important pest insects, bioassays incorpo-
rating ILTI into artificial diets were performed. Weight, survival and
nutritional parameters were measured, and in vitro assays were
used to determine the effects of ILTI on the development of these in-
sects. We also tested the effect of this inhibitor in vitro on the tryptic
activity of midgut proteinases from different lepidopteran pests:
Spodoptera frugiperda (Smith), Agrotis ipsilon (Hufnagel) and Tuta
absoluta (Meyrick). To explore the biotechnological potential of ILTI,
we amplified and cloned the ilti open reading frame, the sequence
of which had not been previously elucidated, and overexpressed the
protein in Escherichia coli. The inhibitory activity of recombinant ILTI
(relLTI) for bovine and insect trypsin was analyzed in vitro.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The seeds of I. laurina (Willd.) (Fabaceae, alt. Leguminosae), a
perennial tree native from the Southern America commonly known
as inga branco (Lorenzi, 2002), were collected in the city of Campo
Grande, in the State of Mato Grosso do Sul (Brazil). Bovine serum
albumin (BSA), bovine pancreatic trypsin, BAPNA (N-benzoyl-ni-
arginine-p-nitroanilide) and other electrophoresis reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Insects

D. saccharalis was laboratory-reared according to the methods of
Parra and Mihsfeldt (1992). The larvae were contained in glass vials
with their food and maintained at a temperature of 25 °C with a
12 h photophase. The diet for D. saccharalis was composed of soybean
meal (Glycine max), sucrose, wheat germ, agar, a vitamin complex,
ascorbic acid, Wesson salts, choline chloride, agar and microbial
inhibitors (tetracycline, sorbic acid and nipagin).

A laboratory colony of tobacco budworm (H. virescens) was
maintained under a 12 h photoperiod at 25 °C and 65% relative hu-
midity. The larvae were reared on an artificial diet based on wheat
germ (Parra, 1998). This diet was cooked during preparation, thus
inactivating any inhibitors present in the wheat germ (Brito et al., 2001).

2.3. Isolation of I. laurina trypsin inhibitor (ILTI)

ILTI was prepared according to the methods of Macedo et al. (2011 ).
The I laurina seeds, which were free of integument and defatted using
hexane, were ground in a coffee mill. A crude extract (CE) preparation
was obtained by extraction of this meal with 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.6 (1:10, w/v), at 4 °C overnight, with subsequent centrifugation
at 7,500 g for 30 min at 8 °C. The supernatant fraction was dialyzed
against distilled water for 24 h at 4 °C and lyophilized. The lyophilized
[raction (50 mg) was dissolved in 50 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, and
applied to a DEAE-Sepharose column (220 ¢m) equilibrated in the
same buffer at a flow rate of 30 ml/h. The fraction (5 mg) that was as-
sociated with inhibitory activity was submitted to ion-exchange chro-
matography on a HiTrap Q Sepharose column (5 mL), which was
equilibrated with 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, at a flow rate of 30 mL/h.
The proteins were detected by monitoring the absorbance at 280 nm.

2.4. Midgut preparation

The homogenates of the D. saccharalis, H. virescens, S. frugiperda,
A. ipsilon and T. absoluta larval guts were prepared according to the
methods of Macedo et al. (1993). The fourth-instar larvae were
cold-immobilized and dissected in cold 150 mM NaCl. The midguts
were surgically removed from the larvae using tweezers. The guts
from larvae were subsequently homogenized in 150 mM NaCl and
centrifuged at 10,000xg for 10 min at 4 °C, and the supernatants
were collected and used as a source of enzymes for enzymatic assays.
The samples were stored at — 20 °C to prevent alteration of the pro-
teolytic activity. The protein concentration of the extracts was deter-
mined according to the Bradford method (1976), with bovine serum
albumin (BSA) as the standard.

2.5. Fecal pellet preparation

Feces from the fourth-instar larvae of D. saccharalis and H. virescens
were collected during the experiment and frozen (— 20 °C). For the in
vitro enzymatic assays, these feces were macerated, homogenized in
100 mM Tris-HCI buffer, pH 8.0 and centrifuged at 20,000 g for
10 min at 4 °C, and the supernatants were used.

2.6. Enzyme assays

The trypsin-like enzymes (EC 3.4.24.4) of the whole midgut ex-
tracts and fecal samples from D. saccharalis and H. virescens larvae
that were fed with a diet containing ILTI or a control diet were
assayed using a synthetic substrate, BAPNA, as described by
Erlanger et al. (1961). For routine assays, 200 uL of 1 mM BAPNA
was used in a final volume of 270 (L. Selutions of 50 mM Tris-HCl
buffer and the enzyme were pre-incubated at 37 °C for 10 min be-
fore adding substrate to start the reaction. The total assay time was
30 min. Changes in the absorbance at 410 nm were recorded using
a VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices Corp., Sunnyvale,
CA, USA). Each assay was performed in triplicate.

2.7. Effects of ILTI on the development of D. saccharalis and H. virescens
larvae

To evaluate the effects of ILTI on insect development, neonate lar-
vae were placed individually in glass pipes (8.5+2.5 cm) covered
with cotton, and ILTI was added to the artificial diet at a concentration
of 0.1% for D. saccharalis and 0.5% for H. virescens. A control diet with-
out the inhibitor was also prepared. Each treatment included ten
replicates with four larvae (n=40). The larvae were maintained at
a relative humidity of 65-70% and a temperature of 25 °C, At the
end of the fourth instar, the weight, number of larvae, larval con-
sumption and fecal output were analyzed for the assessment of
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nutritional parameters. The tryptic activities of the midgut and fecal
samples were also determined.

2.8. Nutritional parameters

A number of nutritional parameters were compared among
fourth-instar larvae exposed to either an ILTI-supplemented diet or the
control diet. The larvae, feces and uneaten food were separated using a
stereo microscope, dried in an incubator at 50 “C and weighed. The
nutritional indices of consumption, digestion and utilization of food
were calculated as described by Waldbauer (1968) and Farrar et al.
(1989). The nutritional indices, namely the efficiency of conversion of
ingested food (ECI), the efficiency of conversion of digested food (ECD)
and the approximate digestibility (AD) were calculated as follows: ECI
(AB/I) »100; ECD |AB/(1—F)]x100; and AD [(I—F)/A]x 100, where
1= weight of food consumed, AB= change in body weight, and F=
weight of feces produced during the feeding period. The metabolic
cost (MC) was calculated as 100 — ECD.

2.9. ILTI inhibitory activity on larval proteinases

The effects of ILTI on the enzymatic activity of the midgut extracts
from (1) D. saccharalis and H. virescens fed with a control diet or a diet
containing inhibitor and (2) S. frugiperda, A. ipsilon and T. absoluta fed
with an artificial diet were determined using BAPNA as a substrate.
The samples of the midgut extracts were incubated for 10 min at
37 °C with increasing concentrations of ILTI in 50 mM Tris—HCl buffer,
pH 8.0. The enzymatic assay conditions were similar to those of the en-
zymatic assay described on Section 2.6.

2.10. Digestion of ILTI

The midguts of fourth-instar D. saccharalis and H. virescens larvae
were dissected, extracted in 1 mL of 0.1 M Tris, pH 8.0, and processed
as described on Section 2.4. ILTI was incubated with this homogenate
in Tris buffer (final concentration, 2 mg/mL). The ILTl/midgut protein
ratio was 1:10 (w/w). The digestion was performed for 0, 1, 6, 24 and
48 h at 37 °C and was stopped by immersing the tubes in boiling
water for 2 min. The degradation of BSA was used as a positive con-
trol for serine proteinase activity. The proteins were subsequently
separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electropho-
resis (SDS-PAGE) on 12.5% polyacrylamide gels.

2.11. Polyacrylamide gel electrophoresis

SDS-PAGE 12.5% was performed as described by Laemmli (1970).
The proteins used as molecular mass standards were phosphorylase
(94 kDa), bovine serum albumin (67 kDa), ovalbumin (43 kDa),
carbonic anhydrase (30 kDa), soybean trypsin inhibitor (20 kDa),
and «-lactalbumin (14 kDa). The proteins were detected by staining
with 0.1% Coomassie brilliant blue R-250.

2.12. Isolation and sequencing of the ilti gene

I laurina young leaves were collected and ground into a fine powder
in liquid N.,. The genomic DNA was extracted according to the CTAB
(hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide) method described by
Zhang et al. {1996). The DNA was used as the PCR temiplate to amplify
the ilti gene. Two degenerate primers, forward (5'-GAGGT(T/C/G)
GT(T/C/G)GT(T/C/G)GACTC(A/T)GACGGC-3’) and reverse (5'-ATT(A/
G)TCCTT(A/C/G/T)ACCTT(A/G)TCGAACTTG-3"), were designed on the
basis of the ILTI amino acid sequences published by Macedo et al.
(2007). PCR was performed with a denaturation cycle at 94 °C for
3 min followed by 30 amplification cycles consisting of denaturation
at 94 °C for 50 s, annealing at 56 °C for 50 s, and extension at 72 °C
for 1 min. The amplification product was cloned into the pGEM-T Easy

121

vector (Promega Corp., Madison, WI, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. Probable recombinant clones, selected using ampi-
cillin (50 pg/mL) and X-Gal (30 mg/mL), were submitted to plasmid
DNA isolation and screened for the presence of the gene. This screening
was performed by PCR using degenerate primers, and by sequencing in
both directions with the universal M13 primers and the BigDye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
to ensure the proper reading frame. The samples were loaded onto a
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The sequence analyses
were performed using BLAST tools available at http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST.

2.13. Overexpression of the SUMO-relLT] fusion protein in E. coli

The ilti gene was amplified by PCR using the forward primer
5'-GGATCCGAGGTGGTGGTGGACTCAG-3" and the reverse primer
5-GTCGACCTAATTGTCCTTGACCTTGTCG-3', which included the entire
ILTI coding sequence in-frame with the BamHI/Sall sites of the
pETSUMO vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The pETSUMO(+)
vector used was a modified version, containing a histidine tag at its
N-terminus. The resulting construction pETSUMO-relLTI was used
to transform Rosetta Il E. coli strain (Novagen, Madison, WI, USA).
The cells were grown at 37 °C in 50 mL of LB medium containing
100 pg/mL kanamycin and 100 pg/mL chloramphenicol. When the
ODgoo reached 0.6, IPTG was added to a final concentration of
1 mM to induce the expression of the fusion protein. After 4 h at
37 °C, the bacterial cells were harvested by centrifugation at
2,056xg for 20 min at 4 °C. The pellet was resuspended in 10 mL of
lysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, containing 0.1% (w/v) lyso-
zyme, 2% (w/v) streptomycin and 150 mM NaCl) and sonicated
four times in 20 s bursts at medium intensity. The resulting lysate
was separated into soluble and insoluble fractions by centrifugation
(18,000 g) for 30 min at4 °C. A 15 pg aliquot of crude protein extract
was analyzed using 12.5% SDS-PAGE followed by Coomassie blue
staining.

2.14. Purification of the SUMO-relLT] fusion protein and preparation of reiLT]

The SUMO-relLTI fusion protein was purified from the soluble
fraction using a purification HiTrap™ Chelating HP column (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) loaded with 5 mL of 0.5 M NiSO4
and equilibrated with 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl and
5 mM imidazole. In brief, the crude protein extracts were loaded
onto a column, and after washing, the SUMO-relLTI fusion protein
was eluted using 200 mM imidazole. The fusion protein was then in-
cubated overnight at room temperature with an appropriate amount
of the proteinase ULP-1 for His-SUMO tag removal. The cleaved pro-
tein was purified with affinity chromatography trypsin-Sepharose
equilibrated with 100 mM phosphate buffer, pH 7.6, containing
100 mM NaCl. The absorbed ILTI was eluted with 100 mM HCI. The
collected fractions were analyzed using 12.5% SDS-PAGE, and the
protein concentration was determined using the Bradford assay
(Bradford, 1976) with bovine serum albumin (BSA) as the standard.

2.15. Assay for the bovine trypsin inhibitory activity of relLTI

The bovine trypsin inhibitory activities of the SUMO-relLTI fusion
protein, relLTl and native ILTI were measured by incubating various
amounts of ILTI with fixed amounts of bovine trypsin (0.25 mg/mL) in
50 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, for 10 min at 37 °C. The residual trypsin
activity was determined by adding 200 pL of 1 mM BAPNA (final assay
volume of 270 pL) at 37 °C. The total assay time was 30 min. The
changes in the absorbance at 410 nm were recorded using a VersaMax
Microplate Reader (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA).
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Fig. 1. Purification of ILTI. (A) lon-exchange chromatography equilibrated in 20 mM Tris-HCl buiter, pH 8.0. (B) SDS-PAGE electrophoresis: Lane M, molecular-mass marker. Lane 1, ILTL

2.16. Inhibitory activity of relLTI on the digestive enzymes of
D. saccharalis and H. virescens

The in vitro effect of relLTI toward the trypsin-like proteinases
extracted from D. saccharalis and H. virescens larvae was measured
using BAPNA as substrate. The samples of gut extracts were incubated
with different concentrations of relLTI in 50 mM Tris-HCl buffer pH
8.0. After a 10 min incubation at 37 °C, 200 puL of 1 mM BAPNA were
added (final assay volume of 270 pL). The total assay time was
30 min. The changes in the absorbance at 410 nm were recorded
using a VersaMax Microplate Reader.

3. Results
3.1. Purification of ILTI

ILTI was isolated from I. laurina seed extracts using size exclusion
and ion exchange chromatography. Two peaks with absorbance at
280 nm were collected (Fig. 1A). However, only the first peak showed
trypsin activity (data not shown). The SDS-PAGE analysis demonstrated
a single polypeptide of approximately 20 kDa (Fig. 1B).

3.2. The antimetabolic effects of ILTI on the development of D. saccharalis
and H. virescens larvae

The effect of ILTI on the development of both insect species was
monitored by incorporating ILTI into an artificial diet at levels of
0.1% for D. saccharalis and 0.5% for H. virescens and then determining
the number and weight of surviving fourth-instar larvae. Among the
ILTI concentrations tested, the values of 0.1% and 0.5% of inhibitor
for D. saccharalis and H. virescens, respectively, were chosen because
the effects of ILTI at these concentrations on larval survival were con-
sidered appropriate for in vivo experiments. The antimetabolic effect
of ILTI on the growth of D. saccharalis larvae is shown in Fig. 2A and
B. Survival of the ILTI-fed larvae was not affected (Fig. 2A), but the
average mass of the ILTI-fed larvae decreased by approximately 51%
(Fig. 2B). The inset in Fig. 2B shows the variation in the size of the
control-fed and ILTI-fed D. saccharalis larvae. Similar results were ob-
served for H. virescens; specifically, no difference in the larval survival
was noticed (Fig. 3A), whereas a pronounced reduction in the
average mass (84%) was observed (Fig. 3B). The inset in Fig. 3B
shows the variation in the size of the control-fed and ILTI-fed
H. virescens larvae.
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Fig. 2. Effect of dietary ILTI on D. saccharalis development when administered in an artificial diet for 20 days. (A) Larval survival. (B) Larval weight. Inset: variation in the size ol
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3.3. Digestion of ILTI

The susceptibility of ILTI to degradation by the midgut enzymes of
D. saccharalis and H. virescens was assessed by incubating the inhib-
itor with the midgut extracts, and this was followed by SDS-PAGE
analysis. The profiles of the protein bands are presented in Fig. 4A
and B, respectively. Through the analysis of the gel, it was observed
a band of approximately 20 kDa, which represents the undigested
inhibitor; thus, we concluded that ILTI is resistant to degradation
by the midgut proteinases of both insects, even after long periods
of up to 48 h of incubation. In our positive control, BSA was hydro-
lyzed from the first hour onwards when incubated with the extracts
(data not shown).

3.4. Nutritional data

As shown in Fig. 5, no difference in the diet intake for D. saccharalis
was noticed; however, a decrease of 48% in the fecal output of ILTI-fed
larvae was observed compared with that of the control-fed larvae. For
the ILTI-fed H. virescens larvae, the diet intake and fecal output de-
creased by 53.6% and 94.8%, respectively, relative to the control
group (Fig. 6). These data were used to determine the nutritional in-
dices for both insects. The nutritional analyses suggest that ILTI exerts
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entomotoxic effects on D. saccharalis (Table 1) and H. virescens larvae
(Table 2). For the D. saccharalis larvae, the ECD, which is the amount
of food effectively absorbed from the gut, decreased by 49.3%, the
metabolic cost (MC) increased by 7.6%, and there were no significant
alterations observed in the ECI and AD. All of the nutritional parame-
ters were altered for H. virescens. The ECI, which is the gain of biomass
relative to the amount of food ingested, and the ECD decreased by
68% and 80%, respectively, whereas the AD, which is the efficiency
of assimilation of the ingested food, and the MC increased by 61%
and 29%, respectively, compared with the controls.

3.5. Enzyme assays and inhibition of larval proteinase activity after in-
gestion of ILT]

Figs. 7 and 8 show the trypsin-like activity of the gut and fecal
extracts of the control and ILTI-treated larvae. The consumption of
an artificial diet containing [LTI did not alter the trypsin-like activity
in the D. saccharalis gut (Fig. 7A), but it significantly decreased
(by 55%) the fecal proteinase activity (Fig. 7B). No difference was
observed in the tryptic activity in the midgut from the ILTI-fed
H. virescens larvae (Fig. 8A), and the total fecal tryptic activity in-
creased by ~24% after the ingestion of ILTI (Fig. 8B).

Heliothis virescens
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Fig. 4. Electrophoretic SDS-PAGE analysis of the in vitro digestibility of ILTI by enzymes [rom the midgut (GUT) of D. saccharalis (A) and H. virescens (B). ILTI was subjected to di-
gestion by proteolytic enzyme preparations from D, saccharalis and H. virescens for up to 48 h at 37 "C. Lane M, molecular-mass marker. The ILTI band is indicated by a box.
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To evaluate the sensitivity of trypsin from the control-fed and
ILTI-fed larvae, in vitro assays were performed with increasing concen-
trations of ILTI, and the residual enzymatic activity was then measured.
The profile of trypsin inhibition was quite similar in both groups, and
the similarity between the patterns suggests that the trypsins from
the ILTI-fed larvae remained sensitive to inhibition by ILTI. This result
also corroborates the hypothesis that no new insensitive protease was
produced (Fig. 9A and B), as reported for other pest insects when chal-
lenged with dietary Pls (Bown et al., 2004; Brioschi et al., 2007).

Heliothis virescens

2500 T - Diet intake E] Fecal output
a

2000
) ]
£
& 1500
>
% b
E N T
jo2)
@ 1000 4 e
-
oy .
o

500 o
B
0 r d
0.0

ILTI (% wiw)

Fig. 6. Phiysiological parameters measured for H. virescens larvae, The larvae were fed
on control diets or diets containing 0.5% ILTI Diet intake by the larvae (mg; dry weight
basis) and the fecal output ol the larvae (mg; dry weight basis) were measured Differ-
ent letters denote a significant difference between the treatments (ANOVA, p<0.05).
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Table 1
Nutritional indices of D. saccharalis fourth-instar larvae on 0.1% ILTI-treated and
control diet.

Nutritional indices (mean . SE)

[reatment (%) ECL(% ECD (% AD (% CM (%)
0.0 10.6 + 2.5 13.6+3.4a 86.145.2a 86.4+34a
0.1 634 1.5a 694 1.5b 91.0+29a 93.0+1.5b

Means within a column followed by the same letter are not significantly different,
p<0.05; based on Tukey's test.

Table 2
Nutritional indices of H. virescens fourth-instar larvae on 0.5% ILTI-treated and control
diet

Nutritional indices (mean = SE)

M (%)

Treatment (%) ECI (%) ECD (%) AD (%)
0.0 159+2.1a 26.7 +2.6a 59.9+7.4a 73.3 +2.6a
0.5 50+3.7b 53+4.1b 96.2+3.3b 94.7+4.1b

Means within a column followed by the same letter are not significantly different,
p<0.05; based on Tukey's test

3.6. Effects of ILTI on endogenous proteolytic activity

Fig, 10 shows the specificity of ILTI against the trypsin-like activity
from the larval midguts of three different species of Lepidoptera. The
susceptibility of the larval trypsin-like enzyme to inhibition by ILTI
varied among the three species of Lepidoptera. ILTI (0.08 ug) de-
creased the tryptic activity by 95%, 71.8% and 20% in the midguts of
S. frugiperda, A. ipsilon and T. absoluta, respectively.

3.7. The ilti gene structure

Degenerate primers were designed based on the amino acid se-
quence of the ILTI native protein, which was published by Macedo
et al. (2007). Therefore, the gene was amplified without its signal
peptide region.

A fragment of approximately 540 bp corresponding to the ilti gene
was amplified by PCR with genomic DNA as a template (Fig. 11A). The
amplified DNA fragment was cloned into a pGEM-T Easy vector, and
the recombinant clones were analyzed by PCR with the degenerate
primers. One clone was selected based on the expected size of the
DNA fragment (534 bp). The sequencing results showed that the
fragment included the entire ilti gene without any introns (Fig. 11B).

The amino acid sequence deduced from the DNA clone confirmed
the reported amino acid sequence of native ILTI, except two amino
acid residues, Lys and Tyr, between residues Val 95 and Lys 98 of the
amino acid sequence were absent (Macedo et al., 2007). The sequence
analyses of the ilti gene confirmed the similarity of this gene to those
of other Kunitz-type inhibitors (data not shown). The complete nucleo-
tide sequence of the ilti gene was submitted to the genetic sequence
database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI)
(GenBank accession no.: JF766936).

3.8. Construction of expression plasmids and overexpression of the
SUMO-rellLTl fusion protein in E. coli

The DNA fragment cloned in the pGEM-T Easy vector that encodes
the 178 amino acids of ILTI was isolated using BamHI and Sall endo-
nucleases. The fragments were ligated into pETSUMO using T4 DNA
ligase. The desired expression vector with the insert was confirmed
by nucleotide sequencing. The SUMO-relLTl fusion protein was
obtained by expressing pETSUMO-relLTl in E. coli Rosetta Il cells.
The fusion protein was purified from the E. coli lysate using a HiTrap
Chelating column, as shown in Fig. 12. The purified fusion protein
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Fig. 7. Trypsin-like activities in fourth-instar D. saccharalis larvae fed on a control artificial diet or a diet containing 0.1% ILTI. (A) Enzymatic activities of the midgut. (B) Enzymatic

activities of the feces. The trypsin activity was evaluated using BAPNA as substrate.

was then treated with proteinase ULP-1 and purified using
trypsin-Sepharose affinity chromatography to obtain relLTIL.

3.9. Trypsin inhibitory activity of relLTI

The bovine trypsin inhibitory activity of the fusion protein and of
relLTI was tested and compared with that of the native ILTI
(Fig. 13A). On a molar basis, relLTl, the fusion protein and the native
ILTI protein exhibited identical inhibitory properties against trypsin.
Fig. 13B shows the effect of relLTI toward the trypsin proteinases
extracted from D. saccharalis and H. virescens larvae. The relLTI
(5.1 ug) decreased the trypsin activity by 34.5% and 90.7% in the
guts of D. saccharalis and H. virescens, respectively.

4. Discussion

Plants have developed both physical and molecular strategies to
limit consumption by insect pests while attracting insect pollinators

(Dunse et al., 2010). One of the most common inducible herbivore
defenses in plants is the rapid synthesis of Pls (Ryan, 1990). Pls play
essential roles in biological systems, including regulating proteolytic
processes and participating in defense mechanisms against attack
by organisms such as insects (Carlini and Grossi-de-5a, 2002), fungi
(Kim et al,, 2005) and other pathogenic microorganisms (Breiteneder
and Radauer, 2004). Pl expression is frequently not lethal to the herbi-
vores, but it slows their growth and thereby extends the time during
which those herbivores might be susceptible to predators (Hartl
et al., 2010). Because Pls are primary gene products, they are excellent
candidates for engineering pest resistance into plants (Marchetti et al.,
2000).

In this study, the insecticidal activity of ILTI was tested by incor-
porating the protein into an artificial diet fed to the sugarcane
borer D. saccharalis and the tobacco budworm H. virescens. When
incorporated into the artificial diet at a concentration of 0.1% for
D. saccharalis, ILTI did not affect larval survival and decreased weight
gain by 51% (Fig. 2A and B). ILTI administered at a concentration of
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0.5% in the artificial diet of H. virescens reduced the larval weight by
84%, but it did not alter larval survival (Fig. 3A and B). The results
presented here show that ILTI exerts antinutritional activity against
D. saccharalis and H. virescens. Similar results have been reported
for other inhibitors. An inhibitor from Adenanthera pavonina seeds
added to an artificial diet at a concentration of 0.1% reduced the
larval mass of D. saccharalis by 67% (Silva et al., 2011). Chymotrypsin
inhibitors isolated from winged beans (Psophocarpus tetragonolobus)
caused a significant reduction in the growth of Helicoverpa armigera
larvae after the larvae were fed with artificial diets that included
the inhibitors (Telang et al., 2009). The concentration of ILTI used
in these bioassays corresponded to the levels in legume seeds and
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Fig. 10. Inhibition by ILTI of the midgut proteolytic activity (assayed with BAPNA) of
the fourth-instar larvae of three different lepidopteran pests. The standard error bars
(coefficients of variation=20%) have been omitted for clarity.

was similar to those used in others studies (Babu and Subrahmanyam,
2010).

The susceptibility and stability of ILTI to the action of the proteo-
lytic enzymes from the micdgut homogenates of D. saccharalis and
H. virescens were examined. ILTI was resistant to proteolysis when
incubated with the midgut proteinases from D. saccharalis and
H. virescens larvae up to the fourth instar (Fig. 4A and B). Insects
also secrete proteinases that may be able to digest the inhibitor pro-
tein (Michaud, 1997; Girard et al., 1998a,b; Giri et al., 1998). The re-
sults with LTI are promising, once that proteins that are resistant to
digestion by midgut proteinases are more effective and may be useful
for controlling insect populations (Harsulkar et al., 1999; Telang et al.,
2003). A similar result was also found for DrTI (the trypsin inhibitor
from Delonix regia seeds) when its digestibility was tested against
trypsin-like enzymes from the midgut of Anagasta kuehniella and
Corcyra cephalonica larvae (Macedo et al., 2009).

Additionally, trypsin activity was found in the gut and fecal extracts.
The ILTI-fed D. saccharalis and H. virescens larvae had reduced growth
rates; however, the trypsin activity of the midgut was similar to that
of the control larvae in both species (Fig. 7A and B). Broadway and
Duffey (1986) observed a similar effect on the growth of Heliothis zea
and Spodoptera exigua after these species were fed a diet supplemented
with two trypsin inhibitors, whereas the tryptic activity of the midgut
was not reduced. Our results also suggest that the reduction in the
insect growth rate could be related to an overexpression of trypsin en-
zymes in order to compensate the inhibitory effect of ILTI. As a conse-
quence, there is a decline in the availability of the amino acids
essential for synthesizing of other proteins necessary for the insects'
development.

With regard to the tryptic activity in the feces, the groups of these
two species that were reared on the artificial diet containing ILTI
exhibited a different profile compared with the respective control
groups. The tryptic activity of D. saccharalis was lower than that of
the control group (Fig. 7B), whereas the activity of H. virescens was
higher (Fig. 8B). It is possible that the differences in response patterns
occur due to the existence of distinct action mechanisms in both
insects. Macedo et al. (2002] reported that DMTI-II, a trypsin inhibitor
isolated from Dimorphandra mollis seeds, interacted with chitin, a
constituent of larval midgut membranes. The result of this interaction
might be a perturbation of the peritrophic membrane, resulting in an
overflow of midgut enzymes. A plausible explanation for our results
could be that both insect have differences in the constitution of
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Fig. 11. Isolation and sequencing of the ilti gene. (A) Amplification of the genomic DNA of . laurina, using ILTI degenerate primer pairs. Lane M, 100 bp ladder marker. Lane 1, PCR
products obtained using genomic DNA as a template. (B) Nucleotide sequence of ILTI in the coding region and its deduced amino acid sequence. The locations of the oligonucleotide
primers used in the primer extension analyses are underlined. (—) indicates the absence of two amino acid residues compared by amino acid sequence analysis.

their midgut membranes promoting a weak interaction of ILTI with
membrane structures in H. virescens larvae, increasing the trypsin
activity in its feces; while ILTI would not interact with D. saccharalis
membrane structures.

Dietary utilization experiments showed that ILTI, when incorpo-
rated into an artificial diet, did not alter the intake of the diet, but it
did decrease the fecal output of D. saccharalis larvae (Fig. 5); con-
versely, in H. virescens larvae fed ILTI, there was a decrease in both in-
take diet and fecal output (Fig. 6). Treatment with ILTI altered the
physiology and metabolism of the insects (Tables 1 and 2), and both
the ECD and the MC of the insects were negatively affected. The
ECD decreases as the proportion of digested food metabolized for en-
ergy increases (Coelho et al., 2007). The decrease in the ECD value
suggests that ingested ILTI also exhibits some toxicity. This result is
in agreement with the increase in the metabolic cost of these larvae.
For H. virescens, we also noted effects on the ECI and AD. The ECI is
an overall measure of an insect's ability to utilize ingested food for
growth. A decreased in the ECI suggests that more food is being me-
tabolized for energy and less is being converted to bodily substances,
most likely to circumvent the antinutritional effect of this protein. The
imcrease in the AD observed for ILTI-fed larvae was most likely a result
of the lower output of feces by these larvae relative to the control
group. This fact was also observed by Mordue (Luntz) and Blackwell
£1993) and Rayapuram and Baldwin (2006).

The trypsin proteinase activity in ILTI-fed larvae was sensitive to
ILTT (Fig. 9A and B), indicating that no novel proteolytic form resistant
to ILTI was induced in the larvae reared on a diet containing this in-
hibitor. D. saccharalis and H. virescens did not adapt to ILTI, at least
up to the fourth instar of the first generation. These experiments sug-
gest that ILTI is a promising candidate for controlling these two pests.

To assess the potential for the global use of this inhibitor, the
effectiveness of this inhibitor against other pests was tested. ILTI
was assayed in vitro against proteinases from three species of insect
pests, S. frugiperda (a pest of corn), A. ipsilon (a pest of many impor-
tant grains) and T. absoluta (a pest of tomato), all of which belong
to the order Lepidoptera (Fig. 10). The inhibitory activity of ILTI was
efficient against the trypsin-like enzymes extracted from the larvae
of these insect species, suggesting that ILTI could affect larval devel-
opment when incorporated into the diet of the larvae.

During the past decade, the use of transgenic crops has been rap-
idly increasing, particularly with the discovery of effective plant
genes that can be transferred among crop plants and offer resistance
against pests and pathogens (Oliveira et al., 2007). Pl genes from
various sources have been transferred to several plants of economic
interest, resulting in transgenic plants that are more resistant to in-
sect invasion (Boulter, 1993). The ilti gene was isolated from the ge-
nomic DNA of I laurina and cloned in a heterologous system to

evaluate the potential for ILTI as a candidate for production of plants
that are more resistant to Lepidoptera pests. This paper provides the
first report of the ilti sequence, thus enabling further molecular and
functional studies of the encoded protein. The strategy of using
degenerate primers in combination with PCR proved to be effective
for overcoming the difficulties in cloning a novel gene when the
¢DNA or genomic library is not available. The deduced amino acid
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Fig. 12, SDS-PAGE analysis (12.5%) of the punfication of the SUMO-rellT1 fusion protein
rom the soluble fraction using a purification column. Lane M, molecular-mass marker
Lane 1, SUMO-relLTI fusion protein.
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Fig. 13. Inhibitory activity of relLTI. (A) Trypsin inhibitor activity of SUMO-relLTI fusion protein, relLTl and native ILTI. Increasing amounts of inhibitor were mixed with a fixed
amount of bovine trypsin. Each point is the mean of three assays. (B) Inhibition by relLTI of the midgut proteolytic activity of D. saccharalis and H. virescens larvae. The residual

enzyme activity was determined using BAPNA as substrate.

sequence of ILTI determined using the DNA sequence of the genomic
clone had the same nucleotide sequence as that in the coding region,
indicating that the genomic DNA does not have any intervening se-
quences and that ilti is an intronless gene (Fig. 11A and B). This
finding is similar to the results from other Kunitz inhibitors that are
devoid of introns. The genomic clone isolated from soybeans
encoding a Kunitz-type trypsin inhibitor was also reported to be an
intronless gene (Song et al., 1993). Another Kunitz-type chymotryp-
sin—trypsin inhibitor gene isolated from winged beans (WbCTI) was
also found to be intronless (Roy and Dutta, 2009). The amino acid se-
quence deduced from the DNA clone agrees with the reported amino
acid sequence of native ILTI from I laurina seeds except for the ab-
sence of two amino acid residues, Lys and Tyr, which were located be-
tween residues Val 95 and Lys 98 of the native amino acid sequence.
These differences between the native protein sequence and the
amino acid sequence deduced from the genomic DNA suggest that
L. laurina may contain several related trypsin inhibitor genes, such
as those described for soybean (Glycine max) trypsin inhibitors
(Song et al,, 1993: Gotor et al., 1995) and the D. regia trypsin inhibitor
(Hung et al., 2007).

The expressed relLTI proved to be as effective at inhibiting of bo-
vine tryptic activity as was the native protein (Fig. 13A). Additionally,
relLTI was able to inhibit the trypsin-like enzymes of the midgut from
D. saccharalis and H. virescens larvae (Fig. 13B). These results demon-
strated the moderate and strong inhibitory capacity of rellLTI when
used for anti-tryptic assays in vitro against the proteinases of
D. saccharalis and H. virescens midguts, respectively. This anti-tryptic
activity profile of relLTI was similar to that of native [LTI when tested
in vitro using midguts from D. saccharalis and H. virescens (see control
line in Fig. 9A and B, respectively). However, when ILTI was added
to the larval diet, it did affect insect development, as verified by a
drastic weight reduction and an efficient inhibitory activity. Based
on these results, we suggest that relLTI could exert insecticide activity
when incorporated in an artificial diet, which is the aim of further
studies.

In summary, in this work (i) the antimetabolic property of ILTI
was verified, (ii) the ilti nucleotide sequence was determined, and
(iii) the inhibitory activity of the expressed protein was detected.
We consider that the major contribution of this paper is to provide
a potential tool for obtaining transgenic plants with higher resistance
to insect attack.
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