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Registro de impacto 

A correlação entre a estrutura molecular e a toxicidade diferencial detectada na 

proteína Vip3Ae nas populações de Spodoptera frugiperda susceptível e 

resistente às proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt) colabora na elucidação do 

modo de ação de proteínas Vip3 e no desenvolvimento de estratégias para 

prolongar a durabilidade das tecnologias Bt. 

 

Impact record 

The correlation between the molecular structure and the differential toxicity 

detected in the Vip3Ae protein in populations of Spodoptera frugiperda 

susceptible and resistant to Bacillus thuringiensis (Bt) proteins collaborates in the 

elucidation of the mode of action of Vip3 proteins and in the development of 

strategies to prolong the durability of the Bt technologies. 
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TOXICIDADE DE PROTEÍNAS BACTERIANAS E ANÁLISE in silico DE VIP3A EM 
POPULAÇÃO CRY-RESISTENTE DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH, 1797) 

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) 
 

RESUMO - A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) é uma praga de alto 
impacto econômico em grandes culturas, como o milho. Para reduzir os prejuízos 
causados pelos ataques, são utilizadas cultivares transgênicos expressando proteínas 
de Bacillus thuringiensis (Bt). Entretanto, a alta pressão de seleção em campo favoreceu 
a seleção de populações Bt-resistentes dessa praga. Até o momento, não foram 
relatadas populações de S. frugiperda de campo resistentes a Vip3Aa20, proteína Bt 
expressa em milhos transgênicos para o controle de lepidópteros-praga. Portanto, é 
necessário explorar o potencial das proteínas de Bt e de outras espécies de bactérias no 
manejo da resistência. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade inseticida de 
diferentes proteínas bacterianas de Bt, Xenorhabdus nematophila e Photorhabdus 
akhurstii em duas populações da lagarta-do-cartucho (suscetível e resistente às 
proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2 e Cry1F de Bt). As proteínas Txp40 de P. akhurstii, 
XnGroel de X. nematophila e diferentes Bt (Vip3Aa20, Vip3Ae e Vip3Af) foram obtidas 
por expressão heteróloga em Escherichia coli BL21 (DE3) “One Shot”. Posteriormente, 
ensaios de toxicidade in vitro foram conduzidos para estimar a concentração letal média 
(CL50) para cada proteína. A CL50 foi estimada a partir de uma curva de nove doses, com 
quatro repetições de 16 lagartas/dose, previamente definidas para cada população. A 
comparação da cinética proteolítica também foi realizada para as populações suscetível 
e resistente de S. frugiperda. As proteínas testadas foram incubadas com o conteúdo 
intestinal de lagartas de 3º instar, nas condições de 30ºC a 100 rpm e amostras foram 
coletadas ao longo de 120 min. O produto da proteólise foi quantificado por densitometria 
para avaliar a intensidade das bandas referentes às proteínas após o processamento no 
intestino do inseto. As proteínas Txp40 e XnGroel não apresentaram toxicidade em 
ambas as populações. As CL50 estimadas de Vip3Aa20 e Vip3Af foram, respectivamente, 
4x e 14x superior na população resistente de S. frugiperda em relação à população 
suscetível, e a de Vip3Ae foi semelhante entre as populações. Na cinética proteolítica, 
diferenças entre as populações avaliadas não foram identificadas. A atividade inseticida 
diferencial detectada em Vip3Ae foi correlacionada à estrutura molecular da proteína. A 
localização de motifs diferenciais na região C–terminal, onde a ausência de um sítio foi 
detectada para Vip3Ae e as alterações nos resíduos Glu546

Gly546 e Asn568
Lys568 do 

domínio IV também podem estar associadas a susceptibilidade das populações em 
relação a esta proteína. Os resultados obtidos neste trabalho são importantes para 
auxiliar no desenvolvimento de estratégias para manejo de resistência e prolongar a 
durabilidade das tecnologias Bt. 
 
Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho, Resistência de plantas a insetos, Bacillus 
thuringiensis, Domínios proteicos, Photorhabdus akhurstii, Xenorhabdus nematophila 
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BACTERIAL PROTEIN TOXICITY AND in silico ANALYSIS OF VIP3A IN CRY-
RESISTANT POPULATION OF Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH, 1797) 

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) 
 

ABSTRACT - The fall armyworm (Spodoptera frugiperda) is a pest of high 
economic impact on large crops such as maize. To reduce damages caused by their 
attacks, transgenic cultivars expressing Bacillus thuringiensis (Bt) proteins have been 
adopted. However, the high selection pressure in the field has favored this pest Bt-
resistant populations selection. Until now, no field populations of S. frugiperda resistant 
to Vip3Aa20, a Bt protein expressed in commercial transgenic maize used to control 
Lepidoptera pests. Therefore, explore the Bt proteins potential and other bacterial species 
is needed on resistance management. The aim of this work was to evaluate the 
insecticidal activity of different bacterial proteins from Bt, Xenorhabdus nematophila and 
Photorhabdus akhurstii in two fall armyworm populations (susceptible and resistant to Bt 
proteins Cry1A.105, Cry2Ab2 and Cry1F). Txp40 proteins from P. akhurstii, XnGroel from 
X. nematophila and different Bt (Vip3Aa20, Vip3Ae and Vip3Af) were obtained by 
heterologous expression in Escherichia coli BL21 (DE3) “One Shot”. Subsequently, in 
vitro toxicity assays were conducted to estimate the lethal concentration mean (LC50) for 
each protein. The LC50 was estimated by a nine doses curve, with four replications of 16 
caterpillars/dose, previously defined for each population. The proteolytic kinetics 
comparison was also performed on susceptible and resistant S. frugiperda populations. 
The tested proteins were incubated with the intestinal contents of 3rd larvae instar, under 
30ºC at 100 rpm conditions and the samples were collected during 120 min. The 
proteolysis product was quantified by densitometry to evaluate bands intensity referring 
the proteins after processing in the insect's intestine. The Txp40 and XnGroel proteins 
did not show toxicity in both populations. The estimated LC50 of Vip3Aa20 and Vip3Af 
were 4x and 14x higher, respectively, in S. frugiperda resistant population compared to 
the susceptible population, and the Vip3Ae CL50 was similar among populations. In 
proteolytic kinetics, differences among the evaluated populations were not identified. The 
differential insecticidal activity detected in Vip3Ae was correlated to the protein molecular 
structure. The differential motifs location on C–terminal region, where a site absence was 
detected for Vip3Ae and changes in Glu546

Gly546 and Asn568
Lys568 residues of 

domain IV may also be associated with populations performance compared to this 
protein. The results of this work are important to held the strategies development for 
resistance management and to extend Bt technologies durability. 
 
Keywords: Fall armyworm, Plant resistance to insects, Bacillus thuringiensis, Protein 
domains, Photorhabdus akhurstii, Xenorhabdus nematophila 
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1. INTRODUÇÃO 

A espécie Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é 

uma praga migratória, polífaga, com alta capacidade reprodutiva e destacado potencial 

de adaptação. Em virtude dessas caracteristicas são altamente relevantes os prejuízos 

econômicos causado pelos ataques em grandes culturas, como o milho e algodão (Yang 

et al., 2022a).  

Além da América, a invasão e os prejuízos da praga na Austrália e nos continentes 

asiático e africano têm sido destacadas (Bird et al., 2022; Tay et al., 2022). Em 

consequência do contexto aferido à biologia, métodos de controle, impactos diretos, 

impactos indiretos e regulamentação a nível internacional e nacional desses insetos, S. 

frugiperda foi hierarquizada entre as pragas de maior risco fitossanitário para o Brasil, 

conforme nota técnica publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e do 

Abastecimento (MAPA, 2022a).  

As táticas de controle de lepidópteros são voltadas em maioria para o estágio 

larval do inseto, por meio da administração via oral de inseticidas químicos e biológicos 

(Haile et al., 2021).  Algumas dessas moléculas biológicas atingem o epitélio do intestino 

médio da larva, onde ocorre a digestão e absorção de nutrientes, além do metabolismo 

xenobiótico, interações parasitárias e outros processos biológicos (Denecke et al., 2018; 

Caccia et al., 2019). Assim, torna-se relevante estudos envolvendo esse tecido e a forma 

como os inseticidas interagem com as estruturas intestinais das pragas. 

Diferentes sistemas de cultivo asseguraram o potencial produtivo das lavouras ao 

adotar híbridos geneticamente modificados que expressam proteínas 

entomopatogênicas de Bacillus thuringiensis Berliner 1915 (Bacillales: Bacillaceae) (Bt) 

(Brookes e Barfoot, 2020; Hamdan et al., 2022). Quando utilizada adequadamente, essa 

tática de controle permite a eficiência no controle das lagartas, reduzindo as aplicações 

de inseticidas, propiciando menores gastos econômicos por parte dos produtores e um 

menor impacto ambiental (National Academies of Sciences, Engineering and Medicine, 

2016). 

A bactéria B. thuringiensis é considerada um importante agente biológico para 

controle de pragas, sejam elas agrícolas ou urbanas (Valtierra-de-Luis et al., 2020). 

Inicialmente, o interesse biotecnológico a essa bactéria se refere à descoberta do seu 

potencial em acumular proteínas inseticidas em forma de cristal no interior das suas 

células. Essas inclusões proteicas são liberadas juntamente com os esporos após a 

desintegração da membrana celular e são nomeadas Cry e Cyt (δ-endotoxinas) (Lereclus 



2  

et al., 1993). Posteriormente, outras proteínas produzidas pelo Bt foram descobertas, 

como as Vip (proteínas inseticidas vegetativas) e várias toxinas (exotoxinas, hemolisinas, 

enterotoxinas, quitinases e fosfolipases), ambas produzidas durante a fase vegetativa 

(Santos et al., 2022). 

De maneira geral, as proteínas Cry possuem mecanismo de ação semelhante, 

independente da praga, diferenciando essencialmente nos tipos de receptores existentes 

no inseto alvo. Uma vez ingeridas, as proteínas Cry são ativadas por proteases 

intestinais. A molécula de ~130 kDa altera a conformação estrutural, reduzindo para 55 

a 65 kDa. A toxina Cry atravessa a matriz peritrófica, contendo moléculas de carboidrato 

que podem retê-la, até chegar nos eritrócitos do intestino médio (Hayakawa et al., 2004).  

Nas vesículas da membrana da borda em escova (ou BBM, de brush border 

membrane vesicles) do intestino médio, a toxina se liga a receptores específicos 

constituídos de proteínas e gliconjugados, família de transportadores semelhantes à 

caderina, N - aminopeptidase (APN), fosfatase alcalina (ALP) e cassete de ligação de 

ATP. Após a ligação, há a inserção do pré-poro na membrana ocorrendo a formação do 

poro. Em sequência, o hospedeiro sofre choque osmótico e/ou, em casos de inseticidas, 

septicemia pela Bt, resultando na apoptose celular e a consequente morte do inseto 

(Raymond et al., 2010; Adang et al., 2014). Aproximadamente, 800 proteínas Cry são 

listadas para o controle de diferentes pragas (Jouzani et al., 2017; Crickmore et al., 

2022). 

As proteínas Vip (Vegetative Insecticidal Protein) foram descobertas por Estruch 

et al. (1996), tornando-se muito estudadas por serem diferentes das proteínas Cry e 

apresentarem uma família com alta toxicidade a lepidópteros praga, especialmente S. 

frugiperda (Chakroun et al., 2016). As proteínas Vip possuem cerca de 88 kDa, 

produzidas durante a fase de crescimento vegetativo da bactéria, podendo ser isolada 

em meio de cultura líquido como uma proteína solúvel após 15 horas de inoculação. 

Após ser ingerida como protoxina, a proteína é convertida para sua forma ativa 

(subunidade maior de ~65 kDa) e interage com receptores específicos da membrana 

intestinal do inseto, onde a ligação levará a formação de poros e os sintomas 

semelhantes às proteínas Cry, com a sequente morte do inseto alvo (Lee et al., 2003). 

Cerca de 130 proteínas Vip3 estão listadas no banco de dados on-line (Crickmore et al., 

2022), sendo as proteínas Vip3Aa20 e Vip3Aa19 utilizadas em piramidações de milho e 

algodão transgênicos, respectivamente (CTNBIO, 2023). 

Uma das grandes dificuldades em relação a S. frugiperda é a evolução da 
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resistência de populações aos produtos e tecnologias utilizados em programas de 

manejo de S. frugiperda apresenta resistência a 45 ingredientes ativos disponíveis no 

mercado, desde inseticidas químicos a biológicos (Mota-Sanchez e Wise, 2022). 

Tratando-se de eventos transgênicos, as pragas sob forte pressão de seleção em uma 

grande monocultura podem desenvolver resistência a determinado cultivar (Storer et al., 

2012; Prasanna et al., 2022; Rajput et al., 2022). 

A evolução da resistência de S. frugiperda aos transgênicos foi desencadeada 

pela ausência de estratégias cruciais para salvaguardar a tecnologia, sendo uma delas 

a piramidação de genes inseticidas na planta. O evento transgênico deve expressar 

diferentes proteínas inseticidas com modo de ação distintos. Assim, pragas que 

desenvolverem resistência a uma proteína Bt ainda serão suscetíveis a outras proteínas 

presentes na planta (Roush, 1998; Gilreath et al., 2021). 

Em milho e algodão, eventos transgênicos expressando proteínas Bt pertencentes 

às famílias Cry1, Cry2 e Vip3 foram liberados no mercado (CTNBIO, 2023). Entretanto, 

apenas o gene vip3A ainda apresenta alta toxicidade para S. frugiperda. Vip3A é a única 

proteína eficiente para retardar a resistência cruzada positiva da praga nessas culturas, 

ocasião onde insetos resistentes a determinada proteína Bt desenvolvem resistência a 

uma proteína semelhante (Jurat-Fuentes et al., 2021; Yang et al., 2022b).  

Os casos de resistência de insetos à plantas Bt fomentam estudos que ampliem 

o entendimento sobre o desempenho dessas pragas às proteínas expressas nessas 

plantas. Em relação às proteínas Vip3, sabe-se que tais moléculas apresentam cinco 

domínios conservados, onde cada qual exerce uma função que garante a ação inseticida. 

Os níveis de toxicidade da proteína Vip3 são dependentes da ativação e da estabilidade 

da molécula durante a clivagem proteolítica (função dos domínios I, II e III), além da 

especificidade de ligação aos receptores intestinais da praga (domínios IV e V) (Caccia 

et al., 2014; Núñez-Ramírez et al., 2020; Yang et al., 2022a).  

Embora as proteínas Vip3 se liguem aos mesmos receptores no inseto, ainda hoje 

há a necessidade de elucidar melhor a correlação existente entre a especificidade de 

ligação e os níveis de toxicidade (Yang et al., 2022a). Compreendendo o modo de ação 

da molécula é possível prolongar a duração de tecnologias que são lançadas, assim 

como é o caso dos eventos de milho e algodão transgênicos disponíveis no mercado.  

Uma outra alternativa para incremento de estratégias em programas de manejo 

de resistência é a identificação de novas moléculas e tecnologias sustentáveis que 

possam ser implementadas. Alternativamente às proteínas de Bt, pode-se apontar 
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algumas espécies de bactérias como potenciais fontes de metabólitos. Esses 

organismos podem ser utilizados como fontes de genes para obtenção de eventos 

transgênicos, produção heteróloga para biopesticidas ou para aprofundamento em 

estudos de sinergismo (Kumar et al., 2021)  

As bactérias gram-negativas Xenorhabdus nematophila (Enterobacteriae: 

Morganellaceae) e Photorhabdus akhurstii (Enterobacteriae: Morganellaceae), são 

organismos eficientes na secreção de proteínas inseticidas.  A patogenicidade dessas 

bactérias foi descoberta pela simbiose feita com nematoides do gênero Steinernema (X. 

nematophila) e Heterorhabditis (P. akhurstii), que as injetam na hemolinfa de insetos-

praga de plantas (Ffrench-Constant et al., 2007).  

Alguns trabalhos demonstram a eficiência de proteínas especificas dessas 

espécies de bactérias contra lepidópteros praga. A exemplo, a proteína XnGroel 

(GenBank: AY184491.2), isolada de X. nematophila de 58 kDa, possui toxicidade para 

Helicoverpa armigera (Hübner) (Lepidoptera, Noctuidae: Heliothinae) em dieta artificial 

(Joshi et al., 2008) e em tabaco transgênico expressando altas doses da proteína 

(Kumari et al., 2014).   

Dentre as proteínas presentes nas vesículas da membrana externa (OMVs) de X. 

nematophila, a XnGroel é a principal do complexo. A proteína XnGroel é liberada no 

sobrenadante da cultura em associação com as OMVs, porém ainda não possui 

mecanismo de secreção caracterizado. Diferentemente de outras proteínas inseticidas 

que causam toxicidade por ação enzimática ou por citólise em H. armigera, o modelo de 

ligação proposto se refere à junção da proteína XnGroel na quitina da membrana 

peritrófica, inibindo o metabolismo da quitina e consequentemente o desenvolvimento da 

praga (Joshi et al., 2008). 

No mesmo sentido, P. akhurstii é fonte doadora do gene txp40 (GenBank: 

MH052595), responsável por uma proteína que também apresenta atividade 

entomopatogênica para H. armigera, além dos insetos Spodoptera litura (Lepidoptera: 

Noctuidae), Spodoptera exígua (Lepidoptera: Noctuidae), Plodia interpunctella (Plodia 

interpunctella (Hübner, 1813) (Lepidoptera: Pyralidae), Lucilia cuprina (Diptera: 

Calliphoridae) e Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) (Brown et al., 2006; Mathur 

et al., 2018; Shankhu et al., 2020).   

Quando testada em H. armigera, verificou-se que Txp40 invadiu o intestino médio, 

desencadeando a disseminação de células epiteliais colunares no lúmen intestinal, 

deslocamento de células caliciformes e regenerativas da membrana basal, formação de 
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vacúolos no lúmen intestinal e desintegração da membrana peritrófica (Shankhu et al., 

2020). Nesse mesmo trabalho, sugeriu-se que Txp40 interage com os receptores 

caderina, ABCC2, APN1 e ALP no intestino de H. armigera, mesmos receptores 

envolvidos no modo de ação de proteínas Cry de B. thuringiensis.  

De maneira geral, estudos por meio de bioensaios de toxicidade e de interações 

moleculares são indispensáveis para ampliar o espectro de ação dos produtos oriundos 

de B. thuringiensis, X. nematophila e P. akhurstii a diferentes espécies pragas. Em 

especial, cita-se aquelas pragas onde não há uma estratégia de manejo sustentável e 

economicamente viável ou que estão expostas à recorrente pressão de seleção de 

transgênicos de Bt, onde Vip3Aa20 é a proteína que ainda garante o sucesso desses 

eventos comerciais.  

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade inseticida de 

diferentes proteínas bacterianas de B. thuringiensis, X. nematophila e P. akhurstii em 

duas populações de S. frugiperda (suscetível e resistente às proteínas Cry1A.105, 

Cry2Ab2 e Cry1F). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 
2.1.  Spodoptera frugiperda (Lagarta-do-cartucho) 

 
A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) é uma das pragas mais 

importantes da agricultura, nativa de 48 regiões tropicais da América e com alto potencial 

migratório. A espécie é polífaga, alimentando-se de mais de 350 plantas (Nagoshi et al., 

2017). A alta capacidade adaptativa da lagarta-do-cartucho está relacionada com seu 

grande número de hospedeiros, alta taxa reprodutiva, às inúmeras gerações ao longo de 

safras e habilidade da dispersão de adultos entre regiões ou até mesmo países (Nagoshi 

et al., 2015; Early et al., 2018). A praga compromete importantes culturas como milho, 

arroz, soja e algodão (Boregas et. al., 2013; Montezano et al., 2018; Nagoshi, 2022).  

A lagarta-do-cartucho é holometábola, com cerca de seis instares larvais (Figura 

1). Em milho, o ciclo biológico dura em torno de 25 dias, o que pode ser alterado pela 

temperatura (Busato et al., 2005; Early et al., 2018). O inseto permanece em estágio de 

pupa por ~10 dias e a sexagem pode ser feita pela medição da distância entre as fendas 

da entrada genital e anal. A fase adulta possui duração entre 9-15 dias e apresenta 

dimorfismo sexual, onde as fêmeas possuem coloração uniforme em relação ao macho. 

Os ovos são postos em camada (s) sobre a superfície da folha do hospedeiro, onde 

reiniciará o ciclo do inseto (Reddy et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de S. frugiperda. Estágios de desenvolvimento de Spodoptera 

frugiperda. Fonte: Adaptado de Reddy et al., 2021. 

 

Em milho, as larvas iniciam sua alimentação por meio da raspagem das folhas, o 

1º instar                   2º instar                    3º instar                  4º instar                  5º ínstar 
 
  

Ovos                         Macho                    Femêa                     Pupa                        6º ínstar 
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que é caracterizado como um primeiro sintoma do ataque do inseto. Ao longo do período 

larval, a praga tende a se deslocar para o verticilo das folhas, tornando-se mais 

protegidas e dificultando os método de controle (Cruz, 1995; Prasanna et al., 2022). Ao 

longo do desenvolvimento das larvas, as injúrias vão ficando mais drásticas, sendo 

observadas perfurações em toda a região do cartucho da planta, podendo estender o 

ataque ao colmo e às espigas (Cruz, 1995; Anjorin et al., 2021). 

O ataque da lagarta-do-cartucho pode representar uma perda de 34 a 52% do 

rendimento da cultura do milho (Valicente, 2015), o que dependerá do genótipo, 

programa de manejo, estágio fenológico da planta em que ocorre o ataque e local da 

infestação (Anjorin et al., 2021). Em 2017, 12 países africanos produtores de milho e 

recém-invadidos pela lagarta-do-cartucho apresentaram uma perda monetária 

dimensionada entre US$ 2,48 bilhões e US$ 6,19 bilhões, consequência de cultivos 

desprovidos de programa de manejo da praga (Day et al., 2017; Montezano et al., 2018). 

Os surtos populacionais da lagarta-do-cartucho são favorecidos pelas chamadas 

“pontes verdes” – que se referem a monoculturas cultivadas em sequência e que servem 

como plantas hospedeiras para que a lagarta-do-cartucho migre de uma cultura para 

outra na mesma região, mantendo altas populações (Fatoretto et al., 2017). 

As táticas de controle da lagarta-do-cartucho no campo são voltadas para o 

estágio larval do inseto. O controle dependerá da cultura, das linhagens utilizadas e fase 

de desenvolvimento da planta. Em milho convencional, por exemplo, o nível de ação de 

controle é recomendado ao identificar 20% das plantas atacadas pela lagarta (plantas 

avaliadas com nota ≥ 3 segundo a Escala Davis). Em plantas com transgenes inseticidas, 

os níveis de ação variam entre 4 e 10% (IRAC, 2016).  

Os inseticidas são usualmente empregados para evitar que as larvas recém-

eclodidas se desloquem para o cartucho da planta, o que acaba dificultando a eliminação 

da praga por produtos pulverizados (Scheidegger et al., 2021). Entretanto, as 

incessantes aplicações sobre a cultura favorece a exposição da praga a doses subletais 

ou a um volume baixo de produto que não apresenta eficácia ao combater o inseto já 

instalado no cartucho da planta. Em consequência, a praga desenvolveu mecanismos 

de resistência a muitos inseticidas disponíveis no mercado (Diez-Rodríguez e Omoto, 

2001). 
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2.2. Bacillus thuringiensis (Bt) 

 
2.2.1 Aspectos Gerais 

 
A bactéria de solo Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) é uma espécie ubíqua, 

esporulante e até então era a única do seu grupo que apresentava plasmídeos com um 

ou mais genes de δ-endotoxinas. Esses genes são codificadores de diferentes proteínas 

cristalinas classificadas como Cry e Cyt (Crickmore et al., 2021; Sauka et al., 2022). 

Essas proteínas formam inclusões parasporais acumuladas no interior da bactéria ao 

longo do seu ciclo de vida, liberadas durante a fase de esporulação (Figura 2) (Palma et 

al., 2014).  

Figura 2. B. thuringiensis e fases de cultivo. B. thuringiensis cultivada em laboratório nos 

meios de cultura sólido (A) e líquido (B). O ciclo de vida da bactéria pode ser dividido em 

quatro fases: I) Fase vegetativa inicial (C); II) Inicio da floculação (D); III) Floculação 

intensa e esporulação (E) e; IV) Lise da célula após maturação completa dos esporos 

(F). Destaque para a célula esporulada antes (G) e depois da lise (H). Fonte: Adaptado 

de Berbert-Molina et al., 2008; Amadio et al., 2013. 

  

Inicialmente, B. thuringiensis ganhou notoriedade como biopesticida, graças a sua 

eficiência no controle de pragas agrícolas e urbanas, pertencentes às ordens 

Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Choe et al., 2022). Os baixos custos de produção, a 

ausência de efeitos ofensivos ao meio ambiente, à saúde humana, animal e demais 
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organismos não-alvos, tornaram Bt o princípio ativo de 90% dos biopesticidas disponíveis 

no mercado mundial (Gounina-Allouane et al., 2022). 

Os benefícios do uso de Bt bioinseticidas são relacionados com a potencialidade 

da espécie em produzir um complexo de multitoxinas. Ao combinarem-se, essas 

moléculas determinam a especificidade e eficiência em causar a mortalidade no 

hospedeiro, além de retardar a seleção de indivíduos resistentes contra os biopesticidas 

(Zheng et al., 2017).  

Além da expressão de genes cry e cyt no mesmo plasmídeo, Bt é capaz de 

sintetizar proteínas inseticidas durante a fase vegetativa do seu ciclo biológico. Uma 

delas é classificada como proteínas Vip, moléculas de grande importância no controle de 

lepidópteros praga (Estruch et al., 1996). Em sinergia, as proteínas Cry e Vip são 

capazes de aumentar a toxicidade no inseto alvo e, consequentemente, a eficiência no 

controle (Figueiredo et al., 2020).  

A combinação das multitoxinas de Bt, tais como Cry e Vip, foi explorada para a 

geração de novas tecnologias, como o desenvolvimento de plantas geneticamente 

modificadas, conforme abordado nos tópicos a seguir. 

 

2.2.2 Proteínas inseticidas Cry: características básicas 

 
A denominação de uma proteína como uma toxina Cry está relacionada às 

diferenças da sequência de aminoácidos e na especificidade do hospedeiro (Crickmore 

et al., 2021). Na natureza, as proteínas de Bt se encontram em sua forma inativa, 

denominadas como protoxinas (130 kDa). Ao serem ingeridas pela praga, a protoxina é 

dissociada após a retirada de aminoácidos nas extremidades da proteína por ação de 

proteases exclusivas do pH alcalino (pH ~9,5) de algumas ordens de insetos (Bravo et 

al., 2004).  

Após a ingestão, são sugeridos diferentes modelos moleculares caracterizando o 

mecanismo de ação das toxinas Cry (Bravo et al., 2004; Zhang et al., 2006). Entretanto, 

o modelo de ligação sequencial proposto por Bravo et. al. (2004) é o mais difundido. 

Basicamente, a proteína ativa (65 kDa) obtida após a solubilização da protoxina por 

proteases, interage com proteínas presentes na membrana intestinal do inseto, 

aminopeptidase (APN), fosfatase alcalina (ALP) e a proteína tipo-caderina, 

respectivamente. A ligação à caderina favorece a oligomerização da toxina, conformando 

a molécula em um tetrâmero denominado como pré-poro.  Em consequência, há uma 

intensificação da interação dos receptores glicosilfosfatidil-inositol (GPI), ANP e ALP, 
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localizados dentro de camadas lipídicas. O evento leva a inserção do pré-poro à 

membrana, ocorrendo a formação do poro, com o sequente choque osmótico que resulta 

na lise celular e morte do inseto (Gomez et al., 2002; Bravo et al., 2004; Pacheco et al., 

2009). 

A proteína Cry se encontra no grupo das α-hélice, apresentando uma estrutura 3D 

composta por três domínios (Figura 3A) (De Maagd et al., 1996; Palma et al., 2014). Os 

domínios proteicos são responsáveis pelo modo de ação da proteína, determinando a 

especificidade das toxinas Cry na interação, ligação, oligomerização, inserção e 

formação de poros na membrana intestinal de insetos-praga (Figura 3B) (Palma et al., 

2014).  

O domínio I apresenta um espiral helicoidal alfa, com sete hélices localizadas ao 

redor da hélice central. A região está envolvida com a inserção da proteína na membrana 

do inseto, devido suas características anfipática, aromática e hidrofóbica (Li et al., 2001; 

Wang et al., 2019). O domínio II possui 3 folhas antiparalelas unidas em formato de beta-

prisma, com 3 dobras simétricas. A região do ápice das alças determinam a interação 

com o receptor e a especificidade do domínio. O domínio III é menos variável, consistindo 

em uma estrutura beta-sanduíche, formada por duas folhas β antiparalelas, com função 

também similarmente associada à ligação nas célula alvo, reconhecendo as porções de 

açúcar presentes nos receptores. Além disso, o domínio mantém a integridade estrutural 

da proteína ativa (Pigott et al., 2008; Wang et al., 2019). 

Os modelos da atividade molecular de proteínas Cry foram elucidados em pragas 

pertencentes à ordem Lepidoptera, com a descrição de sintomas semelhantes em 

resposta à toxina entre as pragas dessa ordem (hiporexia, disfunção peristáltica intestinal 

e paralisia geral do inseto) (Yu et al., 1997). Entretanto, aproximadamente 800 proteínas 

com toxicidade para diferentes pragas são distribuídas entre 75 famílias listadas em um 

banco de dados on-line atualizado “Bacterial Pesticidal Protein Database” (BPPRC) 

(Crickmore et al., 2022). Dentre elas, proteínas das famílias Cry1, Cry2, Cry9, Cry15, 

Cry20, Cry51, Cry54, Cry59 são referidas como proteínas para controle de lepidópteros 

praga (Van Frankenhuyzen 2009; Jouzani et al., 2017). Nesse mesmo banco são listadas 

todas as proteínas relacionadas à família Vip3 de Bt, toxina que também apresenta 

espectro de ação específico para lepidópteros praga. 
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Figura 3. Estrutura tridimensional da proteína Cry. A) Apresentação do três domínios da 

proteína Cry. B) Interação dos domínios proteicos durante a atividade inseticida da 

molécula. (a) Fase de ingestão e solubilização da protoxina no intestino médio do 

hospedeiro; (b) Ativação proteolítica da toxina nos terminais N e C; (c) Fase de interação 

da toxina com sítios de ligação no epitélio membrana, onde o domínio III atua como uma 

âncora nas bicamadas lipídicas para mediar a biotoxicidade; (d) Mudança 

conformacional revelando um grampo helicoidal entre os loops 4-5 domínio I; (e) 

Oligomerização e incorporação na membrana do intestino médio para fazer canais 

iônicos ou poros (Qamar et al., 2021). Fonte: Adaptado de Qamar et al., 2021. 
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2.2.3 Proteínas inseticidas Vip3: características estruturais e funcionais 

 

A proteína Vip é comumente encontrada em cepas nativas de Bt são 

frequentemente estudadas por serem boas alternativas complementares à ação de 

proteínas inseticidas da família Cry (Núñez-Ramírez et al., 2020). Existem quatro famílias 

de proteínas Vip: as proteínas binárias Vip1 e Vip2, proteínas Vip3 e proteínas Vip4. 

Dentre elas, as proteínas Vip3 são as mais estudadas pelo amplo espectro de ação 

contra lepidópteros praga e sua importância comercial na agricultura (Crickmore et al., 

2020), sendo também o objeto de estudo dessa tese. 

As proteínas Vip3 apresentam cerca de 789 aminoácidos e uma massa molecular 

de 89 kDa. A arquitetura tridimensional da protoxina é organizada em cinco domínios 

distribuídos em forma de pirâmide (Figura 4) (Núñez-Ramírez et al., 2020). Assim como 

nas proteínas Cry, a ativação enzimática de Vip3 é essencial para sua função inseticida 

e os domínios funcionais são indispensáveis para o processo (Bel et al., 2017; Jiang et 

al., 2020; Núñez-Ramírez et al., 2020). 

A proteína inseticida Vip3 é organizada em uma região N-terminal (domínios I, II 

e III) altamente conservada. Essa extremidade forma um núcleo e o ápice da molécula, 

enquanto os domínios C-terminais (IV e V) são expostos ao solvente (Núñez-Ramírez et 

al., 2020). Na porção N-terminal, o domínio I apresenta-se com quatro α-hélices e é o 

sitio de clivagem de proteases semelhantes à tripsina (entre os aminoácidos 198 e 199) 

(Bel et al., 2017; Núñez-Ramírez et al., 2020).  O domínio II (resíduos 200–325) começa 

imediatamente após o local de clivagem. Alguns resíduos de aminoácidos encontram-se 

em contato ao solvente (resíduos 190-202), viabilizando a clivagem da tripsina no 

domínio I. O domínio II desempenha o papel de estabilizar a proteína durante o 

processamento por meio de duas alças que são projetadas na etapa de oligomerização 

(Núñez-Ramírez et al., 2020). 

O domínio III (resíduos 328–532) é formado por três folhas β-antiparalelas e se 

assemelha às proteínas Cry por apresentar uma dobra de prisma. Núñez-Ramírez et al. 

(2020) confirmou que o domínio interage com os resíduos 14-23 da porção N-terminal 

os prendendo contra o tetrâmero, porém a função desse domínio não é elucidada. 

Possivelmente está associado ao papel central no direcionamento da ligação da proteína 

na célula hospedeira (Jiang et al., 2020). Na região C-terminal os domínios IV e V se 

apresentam com dobras de motifs ligantes de carboidratos (CBM) e não interagem com 

a região N-terminal. Em uma predição aliada a ensaios in vivo publicada recentemente 
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confirmaram que os domínios IV e V determinam a especificidade da proteína em relação 

a seu hospedeiro. A ausência desses domínios afeta o reconhecimento das células da 

membrana epitelial do inseto, impedindo a interação entre a proteína e a superfície da 

membrana, anulando a toxicidade (Lázaro‐Berenguer et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estrutura tridimensional da proteína Vip3. A) Microscopia crioeletrônica da 

estrutura primária da proteína Vip3A; B) Conformação da proteína Vip3, com destaque 

para os cinco domínios e o local de clivagem por proteases no domínio I. Fonte: Adaptado 

de Núñez-Ramírez et al., 2020; Lázaro-Berenguer et al., 2022. 

 

Uma semelhança encontrada entre o modo de ação das proteínas Cry e Vip3 

refere-se à dependência das proteases do hospedeiro para ativação da proteína após a 

ingestão pelo inseto. A ação da tripsina e outras enzimas no intestino médio do inseto 

desencadeia uma alteração conformacional no domínio I, no ápice da pirâmide, 

reconfigurando em uma agulha de aproximadamente 200 Å de comprimento (Figura 5A) 

(Núñez-Ramírez et al., 2020).  

B A 
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Figura 5. Alteração conformacional da proteína Vip3 após ativação proteolítica. A) 

Rearranjo do domínio I, com destaque para a flexibilidade das alfas-hélices ao estender 

a extremidade em espiral; B) Inserção da extremidade N-terminal na bicamada lipídica, 

permitindo a interação da região C-terminal com receptores presentes na superfície da 

membrana. Fonte: Adaptado de Núñez-Ramírez et al., 2020. 

 

Após a proteólise, a Vip3 irá formará dois fragmentos diferentes de 19–22 e 62–

66 kDa, associados ao domínio I e aos domínios II-V, respectivamente (Quan et al., 2021; 

Lázaro‐Berenguer et al., 2022). Esses fragmentos se mantêm ligados e se reorganizam 

A 

B 
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à proteína ativada, que ligarão à membrana peritrófica através do domínio V. 

Posteriormente, os domínios II e III interagem com os potenciais receptores das 

vesículas da membrana da borda escovada (BBMs), poré o mecanismo ainda não foi 

elucidado (Quan et al., 2021; Chen et al., 2023). Após a interação com os receptores, os 

domínios I e III induzem a citoxicidade por meio da formação do poro que irá permitir a 

internalização da molécula (Figura 6) (Chen et al., 2023). 

Figura 6. Modelo de formação de poros desencadeado pela Vip3 em insetos. A proteína 

é ativada pela presença de ezimas proteolíticas no intestino do inseto. O domínio I 

mantem a estabilidade do tretâmero formado, mas o momento em que há a clivagem e 

a sequente ligação na matriz peritrófica é desconhecida (1). Vip3 se liga à matriz 

peritrófica através do domínio V, mas o local em especifico também não é conhecido (2). 

O mecanismo para atravessar a matriz deve ser elucidado, mas assim feito, os domínios 

II e III interagem com receptores específicos presentes na BBMV (3), desencadeando a 

formação de poros nessas células por meio dos domínios I e III (4). Após a internalização 

da proteína, ocorre a citotoxicidade (5) que poderá causar a morte do inseto. Fonte:  

Chen et al., 2023. 
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Alguns receptores principais podem estar envolvidos com o processo de ligação 

da proteína Vip3 à BBMV. Uma glicoproteína semelhante à tenascina foi sugerida como 

receptor de Agrotis ípsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), onde a mesma após se 

ligar à Vip3 interfere na função do canal que transporta nutrientes processados no 

intestino do inseto (Osman et al., 2019).  

Outra proteína de ligação foi localizada em S. frugiperda, denominada como 

receptor do fator de crescimento de fibroblastos (Sf -FGFR) e pertence à subfamília da 

tirosina quinase. A ligação entre a Vip3 e Sf-FGFR ocorre no citoplasma e após a 

internalização da proteína inseticida, pode ativar uma via de sinalização relacionada à 

apoptose da célula do inseto, similarmente ao que ocorre em linhagens celulares de 

câncer de pulmão em mamíferos (Jiang et al. 2018a).  

As proteínas ribossômicas S2, além do receptor scavenger tipo C de S. frugiperda 

(Sf-SR-C), são similarmente associadas à resposta endocítica na célula do inseto (Jiang 

et al. 2018b). Em análises in vitro, a proteína multifuncional Proibitina 2 (PHB2) também 

facilitou a internalização de Vip3A em linhagens de células de S. frugiperda, além de 

manter a estabilidade das mitocôndrias (An et al., 2022). 

O mecanismo de ligação entre os domínios da Vip e a BBMV do hospedeiro ainda 

tem muito a ser explorado. A exemplo, Shan et al. (2022) investigaram o mecanismo 

inseticida de Vip3Aa envolvendo os receptores Sf-SR-C e Sf-FGFR. Os resultados 

indicaram que não houve mudança significativa na sensibilidade de S. frugiperda a 

Vip3Aa após silenciar o gene Sf-FGFR ou Sf-SR-C de linhagens homozigóticas usando 

o sistema de edição de genes CRISPR/Cas9. Isso demonstrou a complexidade do modo 

de ação da Vip3A e que as inconsistências de resultados entre diferentes grupos de 

pesquisa exigem maior investigação. 

De maneira geral, a virulência de Vip3 sobre insetos-praga pode ser explicada 

pelo modelo de formação de poros (Figura 6) (Kunthic et al., 2017; Syed et al., 2020). 

Após a ativação proteolítica e a ligação da Vip3A à BBMV, o intestino médio do inseto 

será danificado, com sintomatologia semelhante às proteínas Cry (inchaço ou 

rompimento do intestino médio e/ou formação de poros) (Chakroun e Ferré, 2014). O 

modelo referente à permeabilização da membrana e formação de poros pode ser 

realizada pela ação do pH em condições ácidas e neutras, enquanto o pH alcalino induz 

a mudança conformacional da Vip3 e na perda da atividade de formação de poros 

(Kunthic et al., 2017).  
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2.2.4 Plantas Bt e manejo de resistência de Spodoptera frugiperda  
 

A tecnologia do DNA recombinante permitiu o desenvolvimento dos transgênicos 

de primeira geração, aos quais cultivares vegetais foram manipulados geneticamente 

para obtenção de caracteres-alvo como resistência a insetos e tolerância a herbicidas 

(Obembe et al., 2011).  Quase 30 países possuem algum cultivo transgênico liberado, 

sendo Estados Unidos, Brasil, Argentina, Canadá e Índia os países com maiores 

extensões em culturas biotecnológicas (ISAAA, 2022).  

Sete plantas geneticamente modificadas são aprovadas para comercialização no 

mercado brasileiro: algodão, milho, soja, trigo (farinha), feijão, cana-de-açúcar e 

eucalipto (CTNBIO, 2023). Os genes de B. thuringiensis estão presentes em 68 eventos 

transgênicos de milho, soja, algodão e cana-de-açúcar (CTNBIO, 2023). A expansão da 

adoção da tecnologia Bt é consequente dos benefícios que a mesma oferece. A redução 

do uso de inseticidas químicos nocivos ao meio ambiente, menor emissão de carbono 

na atmosfera, economia na aquisição de insumos para o controle de pragas, o modo de 

ação específico da proteína inócuo à saúde humana e serviços do ecossistema são 

alguns dos benefícios apresentados (ISAAA, 2017).  

No entanto, populações de pragas importantes como a S. frugiperda podem 

desenvolver resistência a determinado cultivar transgênico. Um inseto resistente 

caracteriza-se pela redução da sua suscetibilidade a uma toxina (Tabashnik, 1994). O 

desenvolvimento da resistência pode estar associado a adaptações biológicas e 

fisiológicas do inseto e outros fatores, conforme pontuado abaixo (Oppert et al., 1997; 

Ferré et al., 1991; Gillespie et al., 1997; Lavine e Strand, 2002; Head e Greenplate, 2012; 

Fatoretto et al., 2017; Prasanna et al., 2022): 

 alterações no pH intestinal do inseto e da atividade das enzimas proteoliticas na 

ativação e processamento da protoxina; 

  aumento da capacidade de coagulação e melanização da hemolinfa no tecido 

intestinal para responder ao estresse da toxina; 

 redução da eficiência na ligação da toxina aos receptores intestinais do inseto; 

  alteração de sitios de ligação entre a proteína inseticida e a membrana; 

 aumento da desintoxicação celular e da eficiência no metabolismo de compostos 

tóxicos; 

 ausência ou redução dos custos adaptativos ao hospedeiro, mesmo em casos 

onde é usada a rotação de culturas Bt; 
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 aumento na taxa de desenvolvimento, razão sexual, gerações por ano e 

taxa/tempo de reprodução; 

 aumento da capacidade de migração dos insetos e dispersão de alelos de 

resistência; 

 sobrevivência de indivíduos portadores de alelos de resistência em doses 

subletais; 

 redução do canibalismo mediante adaptação à subletalidade; 

 favorecimento da resistência pela paisagem do agroecossistema tropical; 

 estratégias de manejo de resistência eficientes praticadas de maneira errônea; 

 necessidade de implementação de programas de treinamento e educação para 

agricultores e profissionais envolvidos no cenário;  

 rastreamento ineficiente de campos de cultivo e os padrões de uso de uma 

tecnologia de milho Bt; 

 detecção tardia dos casos de resistência e monitoramento ineficiente dessas 

populações. 

 

A implementação de algumas estratégias retardam a evolução das características 

adaptativas de resistência em cultivos de plantas Bt. Destaca-se o monitoramento do 

desenvolvimento de resistência da tecnologia Bt e o intensivo trabalho de transmissão 

do conhecimento a agricultores e profissionais sobre o manejo de pragas (Prasanna et 

al., 2022). Cultivares com expressão de uma alta dose da proteína inseticida, aliado à 

utilização de área de refúgio, são estratégias primárias para o manejo de resistência a 

insetos (Gould, 1998; Tabashnik et al., 2009; U.S. Environmental Protection Agency, 

2018; Tavares et al., 2021; Prasanna et al., 2022).  

Plantas Bt devem expressar uma concentração de proteína inseticida 25 vezes 

acima da quantidade necessária para causar a mortalidade 99% dos indivíduos 

suscetíveis (SS) e 95% dos indivíduos heterozigotos (RS) para alelos de resistência. Em 

casos raros, insetos resistentes (RR) poderão sobreviver. Entretanto, uma proporção 

específica de plantas hospedeiras não-Bt devem ser cultivadas para servir como refúgio 

de insetos suscetíveis (U.S. Environmental Protection Agency, 2018). 

O acasalamento aleatório entre os insetos SS preservados no refúgio e os 

indivíduos RR que emergem dos campos de cultivo Bt resultará em indivíduos RS que 

serão eliminados pela planta Bt (Andow, 2008; U.S. Environmental Protection Agency, 

2018). A durabilidade da resistência da planta Bt ao inseto está relacionada, portanto, à 
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estrutura genética da população de insetos, além da dominância, herança, complexidade 

e frequência inicial de alelos de resistência (Álvarez-Alfageme et al., 2022). 

Em outra abordagem, a combinação de dois ou mais genes estranhos na mesma 

planta – também chamada de piramidação de genes -  é outra estratégia no IRM (Quin, 

et al., 2022; Rajput t al., 2022). A expressão de proteínas inseticidas na planta devem 

apresentar modos de ação diferentes contra o inseto alvo (Rajput t al., 2022). Dessa 

forma, caso o inseto em contato com a planta desenvolva alguma variação genética 

adaptativa contra determinado produto expresso, a outra molécula defenderá a planta da 

herbivoria daquele indivíduo. Assim, evita-se casos de resistência cruzada positiva em 

plantas Bt, situação onde insetos resistentes a uma determinada proteína também 

desenvolvem resistência contra outras proteínas expressas na planta (Carrière et al., 

2015).  

Nesse contexto, casos de resistência em lavouras Bt foram reportados em todo o 

mundo (Álvarez-Alfageme et al., 2022). Populações de S. frugiperda resistentes às 

proteinas Cry1Ab e Cry1F foram documentadas em alguns trabalhos no Brasil, antes 

mesmo de completar 10 anos de utilização de plantas transgênicas  no país (Farias et 

al., 2014; Omoto et al., 2016).  

Uma das causas para a evolução de populações Cry-resistentes de S. frugiperda a 

proteinas Bt refere-se à apresentação da resistência cruzada pela praga. Até o ano de 

2015, a maioria dos eventos transgênicos no mercado expressavam proteínas da família 

Cry1 (CTNBIO, 2023). O compartilhamento de semelhanças quanto ao modo de ação 

das proteinas Cry1 acelerou o processo de selecao  de individuos resistentes. A 

resistência cruzada foi associada principalmente ao compartilhamento dos mesmos 

sitios de ligação entre a proteína e os receptores intestinais do inseto (Ferré e Van Rie, 

2002; Tabashnik et al., 2011; Hernández-Rodríguez et al., 2013). Mutações em 

transportadores de cassetes de ligação de ATP (ABCC2), por exemplo, foram 

identificadas. O quadro de leitura do gene ABCC2 pode ser alterado pela 

adição/substiuição/deleção de nucleotídeos, o que impede a codificação de uma 

glicoproteína que facilita a inserção da proteína Cry na BBMV do inseto (Banerjee et al., 

2017; Flagel, 2018).  

Dessa forma, explica-se os insucessos ocorridos desde a liberação do primeiro 

milho Bt ocorrida em 2008, expressando a proteína Cry1Ab e o insucesso sendo 

apontado em 2011. Similarmente, o milho Cry1F foi introduzido em 2009 e  casos de 

resistência foram registrados após três anos. Um evento piramidado expressando as 
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proteínas Cry1A.105 + Cry2Ab2 foi introduzido em 2009, mas danos inesperados no 

campo foram relatados 2013. Da mesma forma, o evento expressando Cry1A.105 + 

Cry2Ab2 + Cry1F lançado em 2013, e um ano depois já haviam relatos de insucesso 

(Fatoretto et al., 2017).  

As proteínas Cry1 e Cry2 possuem sítios de ligação independentes em S. 

frugiperda (Figura 7) (U.S. Environmental Protection Agency, 2010; Hernández-

Rodríguez et al., 2013; Figueiredo, 2019). Entretanto, os casos onde eventos 

piramidados com as proteínas Cry1 e Cry2 não controlaram eficientemente populações 

resistentes a Cry1 em campo foram associados à ausência ou uso impróprio da área de 

refúgio nos cultivos, além da hipótese associada à homologia dessas proteínas. Em 

diferentes casos de resistência foi notada uma similaridade significativa da sequência de 

aminoácidos do domínio II (acima de 80%), diferentemente dos domínios I e III. A função 

do domínio II durante o processo de ligação com a BBMV mutada seria o mecanismo de 

resistência mais importante. Devido a isso, muitas cepas de insetos resistentes 

demonstraram ter uma forte redução da capacidade de ligação (Carriére et al., 2015; 

Carriére et al., 2016; Fatoretto et al., 2017; Kahn et al., 2018). Ao ser exposta ao evento 

Cry1+Cry2, a população estava melhor adaptada ao modo de ação inseticida, 

consequência da elevada frequência alélica obtida após tantos anos de pressão de 

seleção à Cry1 (Farias et al., 2016; Fatoretto et al., 2017).  

 A resistência cruzada entre proteínas da familia Cry2 também foi comprovada 

(Yang et al., 2017). Mediante ao cenário, houve a implementação de buscas por eventos 

que expressem proteínas com modo de ação distinto às proteínas Cry. Nesse sentido,  

em 2010 foi lançado comercialmente o primeiro híbrido com um transgene da proteína 

Vip3 de Bt (Fatoretto et al., 2017; CTNBIO, 2023). O sucesso da utilização dessa proteína 

é confirmado através das diferenças estruturais entre as proteínas Cry. Em soma, os 

ensaios de ligação demonstram ausência de competição com proteínas Cry por sítios de 

ligação em S. frugiperda (Figura 7) (Sena et al., 2009; Bergamasco et al., 2013; Lemes 

et al., 2014; Yang et al., 2017; Kahn et al., 2018; Figueiredo et al., 2019; Jurat-Fuentes 

et al., 2021).  
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Figura 7. Modelo de sítio de ligação para as proteínas Cry e Vip3 em S. frugiperda. As 

proteínas Cry1Fa e Cry2Ae exemplificadas no esquema não compartilham sítios de 

ligação com as proteínas Vip3. Entretanto, as proteínas da família Vip3 apresentam sítio 

de ligação compartilhado entre si, tal como é exemplificado com as proteínas Vip3Aa e 

Vip3C. Fonte:  Kahn et al., 2018. 

 

As proteínas Vip3 são importantes aliadas ao manejo integrado de resistência, 

mas não é uma solução para o mesmo, vista a forte pressão de seleção existente sobre 

a praga e a crescente frequência alélica de resistência (Kahn et al., 2018; Wen et al., 

2023). Atualmente não há populações de S. frugiperda resistentes à proteínas Vip3 em 

campo (Wen et al., 2023). Entretanto, o rastreamento dos alelos de resistência à proteína 

Vip3 é essencial, visto que a extensão territorial agrícola do Brasil é muito grande. 

Mapear a distribuição geográfica do alelo de resistência de S. frugiperda para Vip3 pode 

facilitar para as empresas e agricultores na implementação de práticas de manejo 

estratégicas em regiões onde o alelo de resistência foi inicialmente detectado (Amaral et 

al., 2019). 

O constante entendimento sobre o desempenho da Vip3 nos programas de 

manejo a S. frugiperda se faz primordial para estender a durabilidade da tecnologia e 

propor novas estratégias de controle. Para ilustrar tal importância, a seleção de uma 

linhagem de S. frugiperda resistente à Vip3Aa20 presente em milho foi realizada em 

laboratório. A resistência dessa praga à proteína testada foi caracterizada 

funcionalmente autossômica recessiva e monogênica entre neonatas e o quarto ínstar 

larval. Além disso, a linhagem resistente a Vip3Aa20 sobreviveu ao milho transformado 

ao alcançar instares tardios (Bernardi et al., 2016; Miraldo et al., 2016). Em soma, Amaral 

et al. (2019) demonstraram que alelos de resistência de S. frugiperda à proteína 

Vip3Aa20 estão amplamente distribuídos nas regiões produtoras de milho no Brasil e 
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sua frequência aumenta ao longo das safras.  

Em laboratórios, o aprofundamento sobre os modos de ação de Vip3 e a dinâmica 

de controle dessa proteína à populações Cry-resistentes pode ser explorado por meio de 

bioensaios de toxicidade e estudos envolvendo as microvilosidades apicais das células 

colunares do intestino médio (BBMVs) dessas linhagens. No mesmo sentido, a 

investigação das características dos domínios funcionais existentes em Vip3 pode ser 

feita por meio de ferramentas robustas de predição (Chakrabarty et al., 2020). 

Por fim, o uso de inseticidas químicos para controlar espécies de lepidópteros em 

cultivos Bt e convencionais no Brasil aumentaram devido a surtos de pragas secundárias 

ou evolução da resistência (Machado et al., 2022). Portanto, o fomento pela busca por 

novas moléculas e/ou tecnologias que apresentem modo de ação diferentes às proteínas 

de Bt, controlem com eficiência linhagens Cry-resistentes e não tenham impacto negativo 

ao meio ambiente e organismos não-alvos devem ser desenvolvidas por grupos de 

pesquisas de empresas, universidades e governo.  

 

2.3.  Spodoptera frugiperda e a busca por inovações no manejo de resistência 

 

O manejo de resistência de pragas, inclusive da S. frugiperda, tem sido um cenário 

desafiador no Brasil e no mundo. Mediante a isso, empresas e instituições públicas e 

privadas impulsionam a identificação de soluções que possam mitigar os impactos 

econômicos e ambientais envolvidos no desafio. A abordagem abaixo pretende apontar 

algumas das soluções tendentes no mercado, como a identificação de novas moléculas 

e tecnologias, ou ainda a otimização do uso das mesmas. 

 

2.3.1 Otimizações envolvendo as proteínas Bt 
 

Por muito tempo, a busca por novas linhagens de Bt para o controle de pragas de 

S. frugiperda manteve enfoque para ampliar os conhecimentos sobre as proteínas Cry e 

Vip3 (Vázquez-Ramírez et al., 2022).  Muitas linhagens foram registradas 

comercialmente como bioinseticida, promovendo Bt como a principal bactéria do controle 

biológico de pragas agrícolas e ingrediente ativo de aproximadamente 20% dos produtos 

fitossanitários registrados no Brasil (Agrofit, 2022). A importância da bactéria foi 

aumentada após a mesma tornar fonte de genes para construção de eventos 

transgênicos, conforme aqui mencionado. 

Com os desafios frente a evolução de insetos resistentes às proteínas Cry, muitos 
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estudos sobre os domínios proteicos envolvidos na atividade inseticida de proteínas Bt 

foram desenvolvidos (Jiang et al., 2023). Para tal, a obtenção de uma proteína de alta 

pureza é essencial para realizar uma análise precisa e detalhada da atividade proteica 

(Yamamoto, 2022).  

A cepa cultivada pode expressar diferentes metabólitos inseticidas. A presença de 

esporos no meio de cultura está correlacionada à níveis de toxicidade elevados, devido 

ao sinergismo existente entre as duas estruturas (Loutfi et al., 2020; Dubovskiy et al., 

2021). O isolamento de genes inseticidas a partir de cepas de Bt e a clonagem molecular 

em um vetor de expressão heteróloga permitiu a obtenção dessas proteínas purificadas 

e o aprofundamento sobre informações a respeito das suas características (Wang et al., 

2018). 

Essa otimização alavancou o detalhamento dos domínios funcionais das proteínas 

Bt. A proteína Cry1A.105, por exemplo, expressa em eventos da Monsanto (atual Bayer 

Crop Science), foi obtida por meio da manipulação da sua sequência de aminoácidos. 

Assim como outras proteínas Cry, a quimera apresenta três domínios, onde os domínios 

I e II foram construídos a partir das sequências das proteínas Cry1Ab ou Cry1Ac, o 

domínio III foi derivado da proteína Cry1F e a região C-terminal foi construída conforme 

Cry1Ac (Wang et al., 2018). 

Embora a troca de domínio tenha sido proposta para obter uma nova 

especificidade no hospedeiro, aumentar a toxicidade em insetos que apresentam a 

suscetibilidade ou melhorar a atividade inseticida da proteína de alguma forma, a 

estratégia não demonstra ser tão eficiente no manejo de resistência (Yamamoto, 2022). 

Entretanto, esses experimentos trouxeram a possibilidade de obter informações a 

respeito da interação entre proteínas Cry ou Vip3 e o hospedeiro, assim como isso pode 

ser aplicado no manejo de resistência. 

Nesse mesmo sentido, a técnica de mutagênese sítio-dirigida têm contribuído 

enormemente para a compreensão do modo de ação de proteínas Vip3. Embora a família 

apresente resistência cruzada entre si através do compartilhamento de receptores, a 

toxicidade em uma mesma praga pode ser maior ou menor a depender da proteína. A 

alteração em um ou poucos resíduos da sequência Vip3 pode aumentar ou reduzir a 

toxicidade. Dá-se a importância dos ensaios in vivo de toxicidade, ligação e de 

competição, além das análises de predição proteica e imunohistoquímicas (Figueiredo 

et al., 2013; De Escudero et al., 2014; Chakroun e Ferré, 2014; Gomis-Cebolla et al., 

2017; Quan et al., 2021; Gupta et al., 2021; Vázquez-Ramírez et al., 2022). 
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2.3.2 Novas tecnologias na piramidação de genes 
 

A piramidação de genes é um pré-requisito para a manipulação genética de 

características em eventos comerciais. Muitas limitações envolvendo a piramidação 

genética em plantas ainda precisam ser otimizadas. Como exemplo, há a segregação de 

transgenes não co-localizados no mesmo locus de indivíduos em uma população após 

realizar a introdução sequencial de genes por processos de re-transformação ou por 

cruzamento entre eventos transgênicos. Quanto maior a população, maior o tempo e 

gastos são despendidos para o rastreamento de plantas que apresentem os transgenes 

(Ceccon et al., 2020; Rajput et al., 2022). Outra limitação seria a construção de cassetes 

de expressão que possuam mais de um gene, como em vetores Ti (utilizados em 

Agrobacterium) ou em construções policistrônicas (Rajput et al., 2022). 

Em suma, o maior enfoque das empresas nas pesquisas envolvendo 

piramidações genéticas refere-se à busca por novas proteínas e tecnologias (Rajput et 

al., 2022). A tecnologia CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats) – Cas (CRISPR-associated) é uma tecnologia de edição de genomas muito 

explorada nos últimos anos. De forma simples, a técnica consiste na projeção de um 

RNA guia (sgRNA) unido a uma nuclease (a Cas9, por exemplo). O RNA irá direcionar a 

nuclease em uma região especifica, baseando-se na construção de um sgRNA 

complementar ao alvo. Assim, a Cas conseguirá identificar, ligar e produzir quebras de 

fita dupla no local do genoma, podendo resultar na produção de uma proteína não 

funcional truncada por meio da alteração da janela de leitura dos códons (Jinek et al., 

2012; Chiang et al., 2016; Ying et al., 2022). 

A utilização do CRISPR no desenvolvimento de cultivares resistentes a insetos é 

favorecida por dispensar a inserção de uma sequência heteróloga de origem bacteriana 

ou viral durante o processo de transformação. A liberação de transgênicos obedece uma 

regulamentação rigorosa e ainda é proibida em muitos países (Qaim et al., 2009; 

Karmakar et al., 2022). Nesse sentido, a técnica CRISPR dispensa a inserção de 

transgenes no genoma da planta, o que facilita seu processo de regulamentação no 

mercado (Karmakar et al., 2022). 

No Brasil, a Resolução Normativa Nº 16, de 15 de janeiro de 2018, publicada pela 

Comissão Técnica Nacional de Biossegurança, classifica a edição precisa de genomas 

sem a inserção de transgene como uma das Técnicas Inovadoras de Melhoramento de 

Precisão. A deliberação de eventos utilizando CRISPR é feita após aprovação das 

comissões competentes, com pareceres individuais de cada produto (Brasil, 2018). 
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Assim, uma cultivar que demoraria dez anos para ser aprovada para deliberação como 

OGM, pode ter um tempo reduzido para um tempo máximo de cinco anos caso seja 

obtida pelo CRISPR. Somado a isso, plantas editadas envolvem custos mais baixos e as 

modificações são mais precisas (Ayanoğlu et al., 2020). 

Como estratégia de resistência de plantas a insetos, cultivares podem ser editadas 

para permitir a retração dos insetos ao hospedeiro por meio da modificação de 

compostos voláteis liberados pela planta. Em uma outra perspectiva, o CRISPR é uma 

ferramenta importante na compreensão dos processos de interação praga e hospedeiro 

através da desativação de genes vitais para o inseto. Ainda é possível a utilização do 

CRISPR para editar genes relacionados ao comportamento de acasalamento e impedir 

a reprodução de insetos, suprimindo a população da praga alvo (Karmakar et al., 2022). 

Entretanto, no Brasil, as plantas desenvolvidas a partir de Técnicas Inovadoras de 

Melhoramento de Precisão são na maioria voltadas para características nutricionais ou 

de tolerância a estresses abióticos, como o aumento da digestibilidade em soja e cana-

de-açúcar ou soja tolerante à seca (CTNBIO, 2022b). 

No contexto do manejo de pragas, piramidações gênicas em plantas com 

tecnologia de interferência por RNA (RNAi) foram liberadas comercialmente. 

Resumidamente, a via do RNAi envolve pequenos RNAs dupla fita (dsRNA) que 

interagem com endonucleases e seus complexos de enzimas e proteínas (complexo da 

enzima Dicer é um deles) (Wilson e Doudna, 2013).  

Dentro da célula eucariótica, uma molécula de dsRNA é identificada como uma 

invasão viral ou como uma atividade de transposon. Nas duas situações a maquinaria 

celular tentará suprimir a atividade da molécula atípica. Nesse sentido, a utilização da 

técnica pode ser feita pela entrega de dsRNA alvos para o inseto praga de interesse. Ao 

serem ingeridos, essas moléculas irão induzir o RNAi, causando “knockdown” da 

transcrição de genes essenciais locais ou sistêmicos, desencadeando a mortalidade da 

praga (Wilson e Doudna, 2013; Joga et al., 2016; Mezzettti et al., 2022). 

Embora exista a necessidade de identificar genes alvo eficientes para o 

silenciamento pós-transcricional, o RNAi tornou-se uma técnica sustentável e específica 

para o controle de pragas (Mehlhorn et al., 2021). No Brasil, o evento de milho MZIR098 

(VT Pro4® - Bayer Crop Science), é capaz de silenciar o gene Snf7 em Diabrotica sp. 

(Coleoptera: Chrysomelidae), impedindo a produção de uma proteína que é vital para o 

funcionamento de tecidos de pragas do gênero. O Dvsf7 RNA é expresso no sistema 

radicular da planta em sinergia com a proteína Cry3Bb. Além destes, o evento é 
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piramidado com outros genes de B. thuringiensis, Agrobacterium thumefaciens 

(Hyphomicrobiales: Rhizobiaceae), Streptomyces viridochromogenes (Streptomycetales: 

Streptomycetaceae) e Sphingobium herbicidovorans (Sphingomonadales: 

Sphingomonadaceae). O mecanismo de ação conjunto minimiza os impactos causados 

ao cultivo em um incremento de produtividade de até 70% (Bayer, 2021; CTNBIO, 2023).  

Cultivares com a tecnologia RNAi voltada especificamente para S. frugiperda 

ainda não foram disponibilizadas no Brasil. Entretanto, um composto formulado para 

pulverizações em lavouras baseado na técnica foi deferido na CTNBIO (2021).  

Conforme o parecer requerido pela empresa Evolutta Agro Biotecnologia, o produto é 

uma alternativa promissora para o controle e manejo de resistência das pragas S. 

frugiperda e H. armigera. O composto pode reduzir a frequência dos alelos de resistência 

em regiões agrícolas, podendo ser aplicado individualmente ou em combinação com 

outras moléculas ou tecnologias existentes (inseticidas químicos, biológicos, plantas 

transgênicas).  

 

2.3.3 Piramidação de genes: a busca por novas moléculas bacterianas 
 

Nos últimos anos, alinhadas às tendências sustentáveis de mercado, formulações 

microbianas têm se tornado uma das estratégias de controle de pragas agrícolas de 

maior viabilidade. No Brasil, mais de 3.000 produtos formulados são registrados no 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento e pelo menos 252 destes 

correspondem à inseticidas microbiológicos formulados a partir de bactérias, fungos, 

vírus ou protozoários (Agrofit, 2022b). Segundo o mesmo relatório, o número de produtos 

biológicos registrados por ano aumentou 14 vezes em uma década, destacando o 

segmento de pesticidas microbiológicos com potencial desenvolvimento. 

Esse panorama de desenvolvimento de produtos biológicos pode ser explorado 

por ferramentas robustas da área das ômicas para a busca de novas moléculas 

bacterianas (Maithani et al., 2022). Bt é uma importante bactéria que pode ser citada 

como exemplo de sucesso na exploração do seu genoma. O primeiro produto utilizando 

essa bactéria como princípio ativo foi comercializado em 1938 (Beegle e Yamamoto, 

1992). Embora sua produção foi descontinuada, nos anos de 1950, Bt seria novamente 

alvo de pesquisas. Na década de 1980 os primeiros tabacos transgênicos expressando 

a proteína Bt foram obtidos (Beegle e Yamamoto, 1992; Barton et al., 1987) e em 

sequência tantos outros eventos comerciais de importância para a agricultura mundial. 

Proteínas inicialmente exploradas como biopesticidas, atualmente representam o 
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ingrediente ativo de 30% dos biopesticidas comercializados em todo o mundo (Šunjka e 

Mechora, 2022), além de compor o cassete de expressão gênica de pelo menos 64 

eventos transgênicos no Brasil (CTNBIO, 2023). 

Nesse contexto, Bt é uma bactéria que ainda pode ser explorada. Além de fonte 

das endotoxinas ou proteínas vegetativas, essa bactéria pode ser fonte de moléculas 

como as quitinases, potenciais candidatas para entomopatogenicidade em insetos- 

praga (Dhole et al., 2021). 

Quitinases são enzimas produzidas por bactérias do solo para transformar a 

quitina em fontes de carbono e nitrogênio para seu metabolismo, além de ser um 

mecanismo de defesa bactericida. A quitina é um polímero de cadeia linear de N-acetil- 

D - glucosamina (N-acetil-2-amino-2-desoxi – D - glicose), unidas umas às outras por 

ligações 1,4-ß-glicosídicas com uma pequena quantidade de monômeros desacetilados 

(2-amino-2-desoxi- D-glicose) (Barboza-Corona, 1999; Hsieh et al., 2010; Dhole et al., 

2021). A quitinase hidrolisa a ligação interna β-1,4-glicosídica da quitina de 

invertebrados, fungos e algas para formação do monômero N -acetil-D-glucosamina, em 

temperatura e pH ótimos (Wang et al., 2016; Dhole et al., 2021).  

Estudos para controle do mosquito Aedes aegypti, do nematoide Caenorhabditis 

elegans (Rhabditida: Rhabditidae), do fungo Colletotrichum gloeosporioides 

(Glomerellaceae:Glomerellales) e lepidópteros praga como S. frugiperda, Manduca sexta 

(Lepidoptera:Sphingidae), Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e H. armigera 

foram realizados utilizando as quitinases e em todos obtiveram-se resultados de 

mortalidade acima de 70% (Martínez-Zavala et al., 2020). A expressão ectópica de uma 

quitinase de X. nematophila foi obtida em tabaco, conferindo resistência contra H. 

armigera (Mahmood et al., 2022). 

As quitinases de Bt podem potencializar o efeito das proteínas Cry ou Vip3 por 

meio da danificação ou degradação da membrana peritrófica intestinal da praga, 

estrutura composta em maioria por proteínas e fibras de quitina (Barboza-Corona, 2003). 

Um gene de quitinase foi clonado para a expressão heteróloga e sua atividade 

bioquímica foi caracterizada por Augusto (2014). Observa-se a viabilidade, portanto, em 

explorar essa molécula combinada com outras proteínas inseticidas, para determinar o 

potencial sinergético das mesmas e propor combinações candidatas a piramidações em 

plantas.  

Alternativamente às proteínas de Bt, as bactérias gram-negativas X. nematophila 

e P. akhurstii, pertencentes à família Morganellaceae, são potenciais fontes de proteínas 
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inseticidas (Ffrench-Constant et al., 2007). Morganellaceae é reconhecida por apresentar 

muitos patógenos e bactérias oportunistas associados à ocorrência de doenças em 

humanos, como meningite e encefalite (Guanghui et al., 2020).  

No entanto, a família Morganellaceae apresenta o grupo γ- proteobactérias, que 

inclui várias espécies entomopatogênicas e que vivem em simbiose com nematoides. A 

espécie Steinernema é hospedeira da bactéria Photorhabdus, enquanto o 

Heterorhabditis vive em simbiose com Xenorhabdus (Husnik et al., 2011). As duas 

espécies de bactérias são anaeróbicas facultativas e não-formadoras de esporos. Ambas 

podem ser diferenciadas pela produção de bioluminescência que apenas a 

Photorhabdus apresenta (Sajnaga e Kazimierczak, 2020). 

Na natureza, a interação entre as bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus e seus 

hospedeiros é muito semelhante. A infecção se inicia após a colonização dos seus 

respectivos nematoides durante a única fase onde os mesmos conseguem sobreviver 

fora de um hospedeiro, denominado estágio juvenil infectante (IJ). Nessa fase, os 

nematoides não se alimentam e as bactérias em simbiose exercerão papeis cruciais 

como superar a resposta imune do inseto e causar a mortalidade por septicemia, produzir 

nutrientes a partir do hospedeiro morto para possibilitar o desenvolvimento do nematoide 

e colonizar o estágio juvenil infectante do nematoide para reinicio do ciclo (Castillo et al., 

2011; Garcia-Del-Pino et l., 2018; Cimen et al., 2022). 

Os nematoides Steinernema e Heterorhabditis são utilizadso como bioinseticidas 

em alguns países, como os EUA e Canadá. A eficiência no controle, assim como 

facilidade de criação massal e a inocuidade para seres humanos e organismos não-alvos 

torna tais produtos uma alternativa promissora (Koppenhöfer et al., 2020). Entretanto, a 

aplicação das bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus como inseticidas em larga escala 

ainda é limitada pela ausência de formulações que garantam a estabilidade dos produtos 

mediante fatores abióticos (Castillo et al., 2018; Garcia-Del-Pino et al., 2018).  

Estudos dos genomas de Xenorhabdus e Photorhabdus permitiram associá-las à 

produção de inúmeros genes envolvidos na codificação de moléculas secundárias de 

baixo peso molecular e outros metabólitos com atividades inseticida (Bode, 2009; Shi e 

Bode, 2018; Silva et al., 2020). Dentre estes, expressão heteróloga em Esherichia coli 

permitiu explorar dois genes que têm sido explorado para algumas espécies de 

lepidópteros praga: Txp40, presente em Photorhabdus, e XnGroel, isolado a partir de 

espécies de Xenorhabdus (Tabela 1). Homóloga à Groel, a proteína XnGroel foi 

amplamente testada em algumas pragas, sendo inclusive utilizada em cassete de 
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expressão em plantas. É importante ressaltar que muitos estudos realizados adotaram a 

injeção como método de entrega, que embora não possa ser aplicado comercialmente 

como um biopesticidas ou planta transgênica, viabilizou muitas respostas a respeito do 

modo de ação dessas proteínas. 

Txp40 é uma das subunidades toxicas a lepidópteros e que juntamente ao 

complexo de toxinas (TC) e as proteínas MCf1 and MCf2 (Makes Caterpillar Toxins), 

constituem ilhas genômicas putativas que estão envolvidas na virulência de 

Photorhabdus (Brown et al., 2006). Esses mesmos autores associaram a atividade 

inseticida da Txp40 ao intestino médio do inseto. Ao avaliar a ação da proteína injetada 

em larvas de H. armigera, a matriz peritrófica de larvas tratadas com a proteína começou 

a se desintegrar após seis horas de tratamento. Após 18h de teste, muitas células do 

lumen do intestino médio estavam danificadas e o corpo gorduroso, tecido dinâmico onde 

a maioria das proteínas da hemolinfa são sintetizadas, encontrava-se degradado. 

A desintegração da membrana do intestino médio foi semelhante aos danos 

causados por Bt durante seu modo de ação. Considerando isso, um docking molecular 

foi realizado para obter um modelo de interação entre Txp40 e proteínas ancoradas no 

intestino médio de H. armigera. Possíveis ligações de hidrogênio foram sugeridas entre 

Txp40 e as proteínas ABCC2, APN1 e ALP, mesmos receptores envolvidos no processo 

de toxicidade das proteínas Cry (Shankhu et al.,2020). Porém nada foi comprovado e 

estudos de ligação se tornam interessantes para confirmar se Txp40 compete pelos 

mesmos sítios de ligação em relação às proteínas Cry. 

Ao analisar indução de resposta imune das pragas G. mellonella, H. armigera, 

Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera exígua (Lepidoptera: 

Noctuidae), à Txp40, Shankhu et al. (2020) observaram a redução dos níveis de 

hemócitos, induzindo a citoxicidade nos insetos. A atividade da enzima PO, envolvida na 

defesa imune do inseto contra patógenos, foi avaliada. Uma eficiente catalisação na 

oxidação de fenóis para formar depósitos de melanina insolúveis na hemocele do inseto 

foram demonstrados. Essa reação pode induzir uma alta produção de quinonas que 

causam a toxicidade na célula do hospedeiro. 

As proteínas XnGroel e XeGroel foram isoladas a partir de espécies X. 

nematophila e X. ehlersii. Ambas possuem 96,9% de similaridade entre si (Shi et al., 

2012) e apresentam diferentes atividades inseticidas (Tabela 1). XnGroel é homóloga à 

proteína Groel de E. coli, com 89% de similaridade (Joshi et al., 2008). Essas proteínas 

são do tipo chaperonas, um importante grupo associado às funções de enovelamento e 
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na montagem de proteínas não-nativas codificadas nessa bactéria. Em proteínas que 

possuem alto peso molecular, proteínas ácidas ou que apresentam entre três e cinco 

domínios de estruturas α/β, GroEL viabiliza o redobramento de forma eficiente (To et al., 

2022). 

XnGroel foi isolada a partir da vesícula de membrana externa (OMVs) de X. 

nematophila. As OMVs são produzidas por diversas bactérias gram-negativas e 

desempenham funções variadas, como exportação de moléculas. As OMVs de X. 

nematophila apresentam diferentes proteínas inseticidas e a XnGroel é uma delas, o que 

pode aferir seu importante papel na patogenicidade do inseto quando a bactéria está em 

simbiose (Joshi et al., 2008). 

A interação entre XnGroel e BBMVs de H. armigera foi avaliada por meio de 

ensaios de ligação com derivados de açúcar (Joshi et al., 2008). Foi observado o 

reconhecimento específico e ligação da proteína testada às BBMVs através de porções 

N-acetil-glucosamina (GlcNAc) ou N-acetilgalactosamina (GalNAc). Após as BBMVs 

serem tratadas com quitinases, a XnGroel não apresentou toxicidade. Esses resultados 

foram associados ao potencial de ligação da XnGroel à membrana peritrófica quitinosa 

do intestino e não a glicoproteína e outros receptores compartilhados com as proteínas 

Cry, tal como ocorre em Txp40 de Photorhabdus.  

A expressão da proteína em tabaco transgênico causou redução do peso larval e 

menor taxa de pupação em larvas de H. armigera. XnGroel possivelmente interage de 

forma tão eficiente com a camada quitinosa da matriz peritrófica do inseto que 

impossibilita a remodelação de estruturas quitinosas durante a metamorfose da praga 

lepidóptera (Kumari et al., 2014). Dessa forma, há a inibição do metabolismo da quitina 

e, consequentemente, do crescimento e desenvolvimento larval (Joshi et al., 2008).  
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Tabela 1. Toxicidade de Txp40, XeGroel e XnGroel em diferentes espécies de pragas pertencentes à ordem Lepidoptera. 

*nanograma por grama de dieta artificial. 

 

Proteína 
Organismo Doador 

do Gene 
Inseto testado Estádio Larval Método de Entrega Dose Letal (LC50) *                                 

Referência 
Bibliográfica 

XnGroel 
Xenorhabdus 
nematophila 

Helicoverpa armigera 
1° ínstar Dieta artificial 5,8 ug/g Joshi et al., 2008 

1° ínstar Folha Transgênica  Kumari et al., 2014 

XeGroel Xenorhabdus ehlersii 

Galleria mellonella 6° ínstar Injeção 0.76 ± 0.08 ug/g 

Shi et al., 2012                     
Helicoverpa armigera Não especificado Dieta artificial ≥ 50 ug/g  

Txp40 
Photorhabdus 
luminescens 

Galleria mellonella Não especificado Injeção 43 ng/g  

Brown et al., 2006 

Helicoverpa armigera Não especificado Injeção 460 ug/g 

Plodia interpunctella Não especificado Injeção 

5 a 100 ng/g 
Lucilia cuprina Não especificado Injeção 

Txp40 
Photorhabdus 

akhurstii  

Galleria mellonella 

4° ínstar Injeção 
41,52 e 35,36 ng/g                    

(12 e 72 h, respectivamente) 
Mathur et al., 2018 

1° ínstar Dieta artificial 630,11 ng/g 

Helicoverpa armigera 
4° ínstar Injeção 98 ug/g 

Shankhu et al., 2020 

1° ínstar Dieta artificial 343,1 ug/g 

Spodoptera litura 
4° ínstar Injeção 150 ug/g 

1° ínstar Dieta artificial 522 ug/g 

Spodoptera exigua 
4° ínstar Injeção 96,25 ug/g 

1° ínstar Dieta artificial 329 ug/g 

Galleria mellonella 
4° ínstar Injeção 32,33 ug/g 

1° ínstar Dieta artificial 187,7 ug/g 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1. Obtenção dos clones de Escherichia colii contendo os genes Txp40 e 

XnGroel 

 

Os clones sintéticos contendo os genes Txp40 (GenBank: MH052595) e XnGroel 

(GenBank: AY184491.2), fusionados ao vetor pET-28a(+), foram produzidos pela 

empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil). Os clones possuem uma 

cauda de hexa-histidina adicionada à porção N-terminal, importante durante o método 

de purificação proteica por coluna Ni Sepharose. 

O volume de 1uL das construções gênicas sintéticas Txp40::pET-28a(+) e 

XnGroel::pET-28a(+) foram introduzidas individualmente em 50 µl células competentes 

de E. coli BL21(DE3) One Shot. O método de transformação por choque térmico sugerido 

por Hanahan (1983) foi utilizado. As células foram mantidas em gelo por 30 min e em 

seguida foram submetidas ao choque térmico realizado a 42ºC por 45 seg, seguido de 

uma incubação em gelo por 2 min. Para a recuperação das células, 800 µl de meio SOC 

(0,5% de extrato de levedura, 2% de triptona, NaCl 10mM, KCl 2,5mM, MgCl2 10 mM, 

MgSO4 10mM) e a cultura foi incubada a 37 °C por uma hora a 150 rpm. Após esse 

período, as células foram concentradas a 1500 x g por 5 min em microcentrífuga 5424R 

(Eppendorf), ressuspensas em 150 µl de meio SOC, dos quais 100 µl foram plaqueados 

em meio Luria-Bertani (LB) sólido (20 g de triptona, 10 g de extrato de levedura, 10 g de 

NaCl, 15 g de Ágar, água destilada q.s.p. 1L, pH 7,2) e sob pressão de seleção do 

antibiótico canamicina (50 μg/ml).  

As colônias obtidas foram inoculadas individualmente em 5 ml de meio LB liquido 

suplementado com canamicina (50 μg/ml) e incubadas por 12h a 37 °C e rotação de 150 

rpm. Posteriormente, alíquotas de 800 µl da cultura bacteriana foram retiradas e 

misturadas em 800 µl de glicerol estéril para armazenamento em ultrafreezer a -80 °C. 

O volume de 3 ml foi utilizado para a obtenção do DNA plasmidial através do método de 

lise alcalina (Green e Sambrook, 2012).  

As bactérias crescidas em meio LB foram concentradas em microtubos com 

volume de 2,0 ml e centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min na microcentrífuga 5424R 

(Eppendorf), que foi utilizada em todo o procedimento. Ao final da centrifugação, a parte 

líquida foi descartada e o pellet foi solubilizado em 200 µl da solução de ressuspensão 

(EDTA 10Mm, Tris-HCl 25 mM pH 8,0, D-glicose 50 mM), utilizando-se um agitador 

vórtex. O volume de 200 µl da solução de lise (NaOH 2 M, SDS 1%) foi acrescentado em 
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cada tubo, onde a solução foi homogeneizada por inversão e incubada em gelo.  

Após 5 min, 150 µl da solução de neutralização (acetato de potássio 3 M, ácido 

acético 2 M em pH 5,2) foram adicionados, homogeneizados por inversão manual (4 a 5 

vezes, vagarosamente) e incubados em gelo por 5 min. Decorrido o tempo de incubação, 

as amostras foram centrifugadas por 5 min a 10.000 rpm, transferindo-se o sobrenadante 

(~750 µl) para um novo microtubo de 1,5 ml, desprezando-se o precipitado. O volume de 

400 µl de isopropanol foi acrescentado em cada microtubo e as amostras foram 

homogeneizadas por inversão, sendo posteriormente mantidas à temperatura ambiente 

por 2 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min e o 

sobrenadante foi descartado.  

A etapa de lavagem foi repetida duas vezes, onde 500 µl de etanol 70% a -4 °C 

foi pipetado sobre o precipitado e o tubo invertido manualmente. Ao final de cada 

lavagem a amosta foi centrifugada a 10000 rpm por 5 min, e o sobrenadante foi 

descartado. Em seguida, o precipitado foi mantido no fluxo laminar até total secagem do 

etanol. A amostra foi ressuspensa em 27 µl de TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e EDTA 0,1 

M pH 8,0) contendo 3 µl de RNaseA (10 mg ml-1). As amostras foram quantificadas por 

espectrofotometria (A260nm) e armazenadas a -20ºC.  

A confirmação do inserto inserido foi feita por restrição simultânea utilizando as 

enzimas NDeI e BamHI (New England Biolabs, Ipswich, Estados Unidos), de acordo com 

as condições do fabricante. Os volumes de 3 µl de DNA plasmidial (400 ng/ µl), 2 µl de 

NEBuffer 10X, 1 µl de enzima NDeI (20000 U/ml), 1 µl de enzimas BamHI (20000 U/ml) 

e 13 µl água deionizada estéril foram adicionados em um mesmo microtubo de 0,2 ml e 

incubados a 37ºC por 90 min em termociclador.  

Decorrido o período, os produtos da restrição foram analisados por eletroforese 

em gel de agarose. O volume total da reação (20 µl) foi misturado a 3 uL de tampão de 

carregamento fornecido no kit das enzimas utilizadas [Gel Loading Dye, Purple (6X)]. Um 

gel de agarose contendo brometo de etídeo (0,5 µg/ml) foi preparado a 1,2% com tampão 

TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bórico 89 mM (pH 8,2)]. O gel foi transferido 

para uma cuba horizontal e imerso no mesmo tampão TEB, onde as amostras e 5 µl de 

padrão molecular denominado “GeneRuler 1kb DNA Ladder” (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) foram aplicadas e submetidas à corrida eletroforética realizada a 80 

V por 90 min. Após o final da eletroforese, o produto da restrição foi visualizado em luz 

ultravioleta em equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA). 
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3.2. Expressão e purificação das proteínas Txp40 e XnGroel 

 

A indução e extração proteica dos clones Txp40 e XnGroel foram realizadas 

conforme descrito por Marucci et al. (2015), com adptações. Os clones contendo os 

genes Txp40 e XnGroel foram cultivados em meio LB sólido suplementado com 

canamicina (50 μg/ml) por 12h a 37ºC. As colônias isoladas obtidas foram inoculadas 

individualmente em 10 ml de LB líquido sob mesma condição de antibiótico. O pré-

inóculo foi incubado sob rotação constante de 150 rpm por 16h a 37 °C.  

Decorrida a incubação, cada cultura teve 4 ml do pré-inóculo transferido para um 

Erllenmeyer de 1000 ml contendo 400 ml de meio LB suplementado com canamicina (50 

μg/ml).  A cultura foi mantida a 37 °C sob rotação de 200 rpm até a densidade óptica 600 

nm (DO600) alcançar os limiares entre 0,5 e 0,8. Feito isso, a expressão proteica foi 

induzida pela adição da concentração final de 1 mM do reagente IPTG (isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranosídeo) à cultura, seguida pela incubação a 37 °C por 5h a 200 rpm. Na 

finalidade de comparar os perfis de expressão entre as amostras, um clone de E. coli 

BL21 (DE3) não-portadora de genes recombinantes e culturas individuais dos clones de 

Txp40 e XnGroel foram submetidos às mesmas etapas de incubação, porém após 

atingirem a (DO)600 0,5-0,8, as mesmas não tiveram a expressão induzida, sendo 

incubadas sem a adição de IPTG por 5h. 

As proteínas foram extraídas após a coleta do pellet da cultura em centrífuga 

(Beckman®, Maryland, Estados Unidos) resfriada a 4 °C por 30 min, em uma rotação de 

21.952 g. O sobrenadante obtido foi descartado e 20 ml de tampão de lise (fosfato de 

potássio 50 mM, pH 7,8; NaCl 400 mM; KCl 100 mM; glicerol 10 %; Triton x 100 0,5 %; 

imidazol 10 mM) foram adicionados sobre o sedimento coletado. Após a ressuspensão 

e homogeneização do pellet em agitador vórtex, a lise celular foi complementada pelo 

acréscimo de 600 μL de lisozima (100 mg/ml), 200 μL de DNAse I (1 mg/ml) e 20 μL de 

PMSF (fenilmetanosulfonilfluoreto) (0,1 mol/L) e incubação a 37 °C sob agitação de 80 

rpm por 30 min. 

 Posteriormente, rompimento celular foi finalizado por sonicação no aparelho 

“Onmi Sonic Ruptor 400” (Omni International). As amostras foram submetidas a três 

repetições de sonicação com intensidade de 60 W por 60 s, intercaladas em pausas de 

15 s. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 21.952 g por 3 min a 4 °C. Uma 

alíquota de 20 μL da fração solúvel foi separada para análise por SDS-Page a 12%. O 
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restante foi transferido para um tubo estéril e armazenado a -20 °C. 

As proteínas totais obtidas foram analisadas de acordo com seu peso molecular 

por meio da técnica SDS-PAGE (Laemmli, 1970) no sistema de eletroforese vertical Mini-

PROTEAN 2-D (Bio-Rad Laboratories, Richmond, EUA).  A matriz do gel foi preparada 

utilizando uma solução de poliacrilamida 12% e 1% de dodecil sulfato de sódio (SDS). A 

corrida eletroforética foi feita em tampão Tris-Glicina (Tris 50 mM pH 8,6, glicina 1,92 M 

e SDS1%).  

Um volume de 10 μL de proteína foi homogeneizado com 10 μL de tampão de 

amostra [Tris-HCl 0,125 M (pH 6,8), SDS 4% (m/v), glicerol 20% (v/v), 2-mercaptoethanol 

10% (v/v), Azul de Bromofenol 0,02% (m/v)]. As amostras foram aquecidas a 100 °C por 

5 min antes de serem aplicadas no gel, juntamente com marcador de massa molecular 

“SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Thermo Scientific™). A eletroforese 

ocorreu a 200 V por 70 min.  Posteriormente, o gel foi corado por 20 min em solução 

[Coomassie-Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v), metanol 50% (v/v) e Ácido Acético 10% 

(v/v)] sob agitação 50 rpm. As bandas de proteínas totais foram visualizadas após a 

retirada do excesso de corante aderido no gel por agitação lenta em solução descorante 

[metanol 10% (v/v) e ácido acético 10% (v/v)]. O gel foi fotodocumentado e analisado 

antes da purificação das proteínas. 

O volume de lisado proteíco armazenado (~20 ml) foi filtrado em filtro para seringa 

com tamanho de poro de 0,22 μm. As proteínas foram purificadas por afinidade à cauda 

de histidina em colunas HisTrapTM HP de 1 ml (Cytiva, Marlborough, Estados Unidos da 

América) e por diálise. Conforme informações do fabricante, as colunas His-Trap são 

projetadas para que a cauda de seis histidinas fusionada à proteína recombinante de E. 

coli interaja com um íon metálico, o níquel (Ni2+), acoplado em uma matriz quelante na 

coluna. Assim, a proteína alvo ficará retida na purificação enquanto demais resíduos 

contaminantes presentes no mesmo extrato serão removidos durante o processo. A 

marcação da proteína de interesse com aminoácidos de histidina aumenta a afinidade 

de ligação ao Ni2+, formando complexos que podem ser dissociados pela adição do 

imidazol, que competirá pela interação à matriz. A combinação entre uma concentração 

otimizada de imidazol e lavagens com água miliQ e tampões, para obtenção de ponto 

isoelétrico e de pH ideais, permitiram que a proteína fosse eluída após a passagem na 

coluna. A sequência de soluções adicionadas e seus respectivos volumes para obtenção 

das proteínas purificadas estão descritos na Tabela 2. 
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Tabela 2. Sequência de soluções e seus repectivos volumes aplicados na coluna 

HisTrapTM HP durante o processo de purificação. 

Sequência de soluções Volume (ml) Observação 

1- H2O miliQ autoclavada e filtrada 5,0 - 

2- Tampão de equilíbrio* 5,0 - 

3- Lisado proteico filtrado ~20,0 
Frações de ~6 ml coletadas 

separadamente  

4- Tampão de equilíbrio 5,0 
Etapa realizada 3x. Frações coletadas 

separamente  

5- Tampão de eluíção** + imidazol (10mM) 5,0  
Etapa realizada 3x. Frações coletadas 

separamente 

6- Tampão de eluição + imidazol (25 mM)    5,0 
Etapa realizada 3x. Frações coletadas 

separamente 

7- Tampão de eluição + imidazol (50 mM) 5,0 
Etapa realizada 3x. Frações coletadas 

separamente 

8- Tampão de eluição + imidazol (75 mM) 

9- Tampão de eluição + imidazol (100 mM) 
5,0 

Etapa realizada 3x. Frações coletadas 

separamente 

10- Tampão de eluição + imidazol (250 mM) 5,0 
Etapa realizada 3x. Frações coletadas 

separamente 

11- H2O miliQ autoclavada e filtrada 10 - 

12- Etanol 20% 5,0 - 

* Tampão de equilíbrio: tampão fostato de sódio 20Mm, pH 7,4. 

** Tampão de eluição:  tampão fosfato 50 mM; pH 8,0; NaCl 5 M; imidazol 500 mM; água milliQ. 

 

A etapa de diálise foi realizada para a retirada dos resíduos de imidazol presentes 

nas frações proteicas. O procedimento foi feito utilizando a membrana “Dialysis tubing 

celulose membrane avg. flat width 25mm (1.0 in.)” (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). 

As membranas foram preparadas previamente, sendo imersas em água deionizada e 

fervidas no micro-ondas por 5 min. O procedimento foi repetido até a remoção total da 

glicerina incrustada no material, identificada pela transparência da água utilizada. 

Posteriormente, as frações proteicas obtidas com diferentes gradientes de 

imidazol após a purificação foram transferidas para a membrana de diálise, vedada em 

ambas as extremidades por fibras de algodão. As proteínas foram imersas 

individualmente em recipiente contendo tampão de diálise resfriado (10mM de 

bicabornato de amônio, pH 8,0), por 12 horas a 4 °C. O recipiente foi mantido sobre um 

agitador magnético com agitação de 100 rpm. O tampão de diálise foi substituído quatro 

vezes em intervalos de três horas. Decorrido o tempo, as amostras foram transferidas 
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para tubos estéreis identificados e congeladas a -20 °C. 

As proteínas foram liofilizadas por 24 h no Savant Super Modulyo Freeze dryer 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) e ressuspensas em 1 ml de água 

deionizada. As amostras purificadas foram visualizadas por SDS-Page 12%, conforme 

descrito anteriormente. Posteriormente, as proteínas foram quantificadas pelo método 

de densitometria. Uma curva padrão foi delineada utilizando a soroalbumina bovina 

(BSA). Cinco concentrações de BSA (0,88; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg/ml) foram 

preparadas e submetidas ao SDS-Page a 12%, juntamente com as amostras de Txp40 

e XnGroel purificadas. Em seguida, a quantificação das proteínas foi calculada pelo 

programa ImageQuant TL 8.1 (GE Healthcare Bio Sciences AB, Uppsala, Suécia). 

 

3.3. Clones de Escherichia coli contendo os genes vip 

 

Proteínas Vip3 pertencentes ao Laboratório de Genética de Bactérias e 

Biotecnologia Aplicada (Unesp, Câmpus de Jaboticabal) e com eficácia comprovada 

contra lepidópteros praga foram utilizadas nos bioensaios de toxicidade. As proteínas 

referentes à bactéria B. thuringiensis, assim como a classificação das famílias baseada 

na similaridade da sequência de aminoácidos, podem ser consultadas no banco de 

dados on-line Bacterial Pesticidal Protein Resource Center (BPPRC) 

(https://www.bpprc.org/). 

As proteínas Vip3 analisadas e seus respectivos números de acesso no NCBI 

foram a Vip3Aa20 (GenBank: ABG20429), Vip3Aa42 (GenBank: ADQ73634), Vip3Ad2 

(GenBank: CAI43276), Vip3Ae1 (GenBank: CAI43277), Vip3Af1 (GenBank: CAI43275) 

e Vip3Ca2 (GenBank: AEE98106).  

A proteína purificada Vip3Aa20 (clonada em E. coli XL1- Blue, plasmídeo pBD150) 

foi disponibilizada pela Syngenta (Holambra, Brasil) e adotada no estudo como uma 

amostra padrão. A amostra foi cedida liofilizada e mantida a -80 °C. O clone de E. coli 

BL21 que codifica o gene vip3Aa42 (plasmídeo pET- Sumo) foi obtido por Marucci et al. 

(2015) e a obtenção da proteína ocorreu como descrito no item 2.2 dessa tese, com 

alteração da temperatura de indução proteica feita a 22 °C e concentração de IPTG de 

0,4 mM, conforme otimizado pelos autores do artigo (Marucci et al., 2015). 

Os clones de E. coli WK6 contendo os genes vip3Ae1 (plasmídeo pGA60), vip3Af1 

(plasmídeo pNN814) e vip3Ad2 (plasmídeo pGA59) foram cedidos pela Bayer 

CropScience (Ghent, Bélgica) (De Escudero et al., 2014). O clone de E. coli WK6 

https://www.bpprc.org/
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[plasmídeo pET-28b(+)] contendo o gene vip3Ca2 foi cedido pelo Prof. Dr. Juan Ferré da 

Universidade de Valência (Burjassot, Espanha). A indução proteica nos quatro clones de 

E. coli WK6 citados ocorreu como descrito por De Escudero et al. (2014), com 

adaptações. 

Inicialmente, clones de Vip3Ad, Vip3Ae, Vip3Af e Vip3C foram cultivados 

individualmente em meio LB sólido suplementado com ampicilina (100 μg/ml) por 12h a 

37ºC. Uma colônia isolada foi transferida para um pré-inóculo de 10 ml de LB líquido sob 

mesma condição de antibiótico. O pré-inóculo foi incubado sob rotação constante de 150 

rpm a 37 °C até atingir DO600 de 1,2 (~8 horas de incubação). 

Decorrido o tempo, cada cultura teve 4 ml do pré-inóculo transferido para um 

Ellermeyer de 1000 ml contendo 400 ml de meio LB suplementado com ampicilina (100 

μg/ml).  A cultura foi mantida a 37 °C sob rotação de 200 rpm até a DO600 alcançar os 

limiares entre 0,5 e 0,6. Feito isso, a expressão proteica foi induzida pela adição da 

concentração final de 1 mM do reagente IPTG à cultura, seguida pela incubação a 37 °C 

por 16 h a 200 rpm. Um clone de E. coli BL21 (DE3) portador do gene vip3Ae foi usado 

como controle (não houve a indução proteica pela adição de IPTG). 

As proteínas foram extraídas após a coleta do pellet da cultura em centrífuga 

resfriada a 4 °C por 30 min, em uma rotação de 21.952 g. O sobrenadante obtido foi 

descartado e 20 ml de tampão de lise (tampão fosfato 20 mM pH 7,4; NaCl 0,5 M) foram 

adicionados sobre o sedimento coletado. Após a ressuspensão e homogeneização do 

pellet em agitador vórtex, a lise celular foi complementada pelo acréscimo de 600 μL de 

lisozima (100 mg/ml), 200 μL de DNAse I (1 mg/ml) e 20 μL de PMSF (0,1 mol/L) e 

incubação a 37 °C sob agitação 80 rpm por 30 min. 

Posteriormente, o rompimento celular foi finalizado utilizando três repetições de 

sonicação com intensidade de 60 W por 60 s, intercaladas em pausas de 10 s. Em 

seguida as amostras foram centrifugadas a 21.952 g por 3 min a 4 °C. Uma alíquota de 

20 μL da fração solúvel foi separada para análise em SDS-Page a 12% (Laemmli, 1970). 

O restante foi transferido para um tubo estéril e armazenado a -20 °C. As proteínas 

extraídas a partir das induções foram analisadas em SDS-PAGE a 12%. As proteínas 

diferencialmente expressas foram quantificadas por densitometria e utilizadas nos 

bioensaios de dose discriminatória. As proteínas Vip3 que causaram maior letalidade à 

S. frugiperda durante o bioensaio seletivo foram purificadas em coluna HisTrapTM HP, 

dialisadas e novamente quantificadas, conforme descrito no item 2.2 do presente 

trabalho. 
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3.4.  Criação das populações de Spodoptera frugiperda 

 

A população de S. frugiperda resistente ao milho PowerCore™, transgênico que 

expressa as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2 e Cry1F (PW-R), foi caracterizada quanto à 

herança da resistência (Bernardi, 2015) e é mantida no Laboratório de Controle 

Microbiano de Artrópodes Praga (Unesp, Câmpus Jaboticabal) em dieta artificial 

proposta por Greene et al. (1976). Para a manutenção da resistência, a cada três 

gerações a população é alimentada com o evento em que foram coletadas e após são 

novamente transferidas para dieta artificial. Uma linhagem suscetível (Sus) de S. 

frugiperda foi utilizada como controle nos ensaios de toxidade. Essa população se 

encontra livre de pressão de seleção por inseticidas, bioinseiticidas ou proteínas Bt, 

sendo mantida em dieta artificial em laboratório. 

 

3.5. Bioensaios seletivos de proteínas Vip3 em Spodoptera frugiperda 

suscetível 

 

Bioensaios seletivos com concentração discriminatória para as proteínas de B. 

thuringiensis Vip3Aa20, Vip3Aa42, Vip3Ad2, Vip3Ae1, Vip3Af1 e Vip3Ca2 em S. 

frugiperda suscetível foram realizados. As lagartas foram expostas à concentração de 

100 ng/cm2 de cada proteína. A dose foi definida baseando-se nas médias de CL50 

relatadas na literatura. 

A dieta artificial foi colocada em bandejas plásticas reutilizáveis com 16 células de 

2 cm2, contendo aproximadamente 1 cm3 de dieta. Para total cobertura da dieta, o volume 

de 70 µl da solução da proteína contendo a concentração apropriada foi distribuído sobre 

a dieta. Após secagem ao ar, uma lagarta recém-eclodida foi colocada sobre a dieta em 

cada poço e selada com tampa perfurada.  

Os tratamentos foram mantidos a 26±2 °C, 70±10% umidade relativa do ar e 

fotoperíodo de 14:10 horas (luz: escuro) por 7 dias. Quatro repetições de 30 lagartas 

foram usadas. Os números de larvas mortas e vivas foram contados sete dias após a 

aplicação dos tratamentos? e os dados foram submetidos à comparação de médias pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

3.6. Bioensaios para Spodoptera frugiperda com as proteínas inseticidas 



40  

 

As concentrações letais de 50% (CL50) das proteínas Txp40 e XnGroel, além das 

proteínas de B. thuringiensis Vip3Aa20, Vip3Ae e Vip3Af, selecionadas no bioensaio de 

dose discriminatória, foram avaliadas em S. frugiperda. Bioensaios com larvas neonatas 

das populações PW-R (resistente) e Sus (suscetível) foram submetidas ao método de 

aplicação superficial em bandejas plásticas, conforme descrito no item anterior. Após 

testes prévios, as proteínas expostas a S. frugiperda PW-R foram preparadas nas 

concentrações de 25; 50; 100; 200; 400; 800; 1600; 3200 e 6400 ng/cm2. Em S. 

frugiperda Sus, as doses letais foram determinadas a partir das concentrações 5; 10; 20; 

40; 80; 160; 320; 640 e 1280 ng/cm2. Cada dose testada apresentava quatro repetições 

de 16 neonatas. Um tratamento onde foi pipetado água deionizada estéril sobre a dieta 

foi adotado como controle negativo. As lagartas mortas e vivas foram quantificadas e os 

dados foram submetidos à análise Probit usando o software POLO (LeOra Software) 

para obter a concentração letal (CL50) e seus limites de confiança a 95% (IC95) 

(Robertson et al., 2003). A razão de resistência foi calculada utilizando o valor de CL50 

da população PW-R dividido pelo CL50 da população Sus (Gilreath et al., 2021). 

 

3.7. Preparação do conteúdo intestinal de Spodoptera  frugiperda  

 

Os conteúdos intestinais das larvas pertencentes às populações PW-R e Sus de 

S. frugiperda foram obtidos para avaliação da atividade proteolítica do inseto. Larvas de 

quarto instar de cada população foram dissecadas em gelo para retirada do intestino 

médio. Os intestinos foram imediatamente lavados em tampão MET (300 mM Manitol, 5 

mM EGTA, 20 mM Tris), colocados em microtubos de 1,5ml e centrifugados a 6000 Xg 

a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo resfriado e 

imediatamente congelado em nitrogênio liquido para armazenamento em ultrafreezer a -

80 °C. Em cada população, o conteúdo intestinal foi coletado em triplicatas de dez larvas. 

A quantificação das repetições foi feita por reagente de Bradford, usando BSA como 

padrão (Bradford, 1976). 

 

3.8. Ensaios de cinética proteolítica  

 

A comparação da cinética proteolítica das populações PW-R e Sus foi feita após 

a ativação das proteínas purificadas VipAa20, Vip3Ae, Vip3Af, Txp40 e XnGroel com o 

conteúdo intestinal das larvas (Fatoretto, 2017). As reações foram feitas inicialmente com 
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tripsina comercial de pâncreas bovino (Sigma-Aldrich) para otimização da proporção 

proteína:enzima. Na proteólise, cada proteína foi preparada com uma solução de volume 

final de 70 µl, contendo 60 ug de proteína e 20 ug de conteúdo intestinal, ambos diluídos 

em água destilada estéril. A solução foi incubada a 30 ºC e agitada a 100 rpm ao longo 

de diferentes tempos de ativação (5, 10, 15, 20 25, 30, 60 e 120 min). Ao final da 

incubação, 35 µl de tampão de carregamento SDS-PAGE [Tris-HCl 0,125 M (pH 6,8), 

SDS 4% (m/v), glicerol 20% (v/v), 2-mercaptoethanol 10% (v/v), Azul de Bromofenol 

0,02% (m/v)] eram misturados à amostra e aquecidos por 5 min a 99 °C para desativação 

da reação. As amostras foram imediatamente congeladas em nitrogênio liquido e 

armazenadas em ultrafreezer. 

Os produtos da proteólise nas populações PW-R e Sus foram identificados por 

SDS-PAGE 12% e digitalizados (HP Scanjet 3570c). Os fragmentos das proteínas 

inativadas (89 kDa: Vip3Aa20, Vip3Ae e Vip3Af; 37 kDa: Txp40; 58 kDa: XnGroel) foram 

quantificados por densitometria usando o software ImageQuant TL 8.1 (GE Healthcare 

Bio Sciences AB, Uppsala, Suécia). Nas proteínas Vip3 também foram quantificados os 

fragmentos da porção ativada (62 kDa).  Os dados foram submetidos à análise de 

variância por meio do teste F e as médias foram comparadas por teste de Tukey 

(p<0,05). 

 

3.9. Análise in silico das proteínas Vip3 

 

A análise in silico foi realizada para identificação dos domínios e motifs 

conservados das proteínas Vip3 testadas. O programa MAFFT v.7 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) foi utilizado para o alinhamento múltiplo das 

sequências de proteínas. A visualização do alinhamento foi feita pela ferramenta 

Geneious Prime® 2022.1.1 (https://www. geneious.com).  

Os domínios conservados foram confirmados no NCBI Conserved Domain 

Database (CDD; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). A diversidade 

de motifs foi identificada nas proteínas testadas com lagartas das duas populações de 

S. frugiperda, sendo a sequência da proteína comercial Vip3Aa20 usada como 

referência, através da ferramenta MEME Suite v.5.4.1 (https://meme-

suite.org/meme/tools/meme), com os seguintes parâmetros de busca: Motif sites 

distribution = Any Number of Repetitions (anr); motif size ≥ 6 to ≤ 200, motifs number = 

10). Os sítios dos motifs diferenciais foram gerados pela ferramenta WebLogo 

https://meme-suite.org/meme/tools/meme
https://meme-suite.org/meme/tools/meme
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(http://weblogo.threeplusone.com/#) com parâmetros padrões e stracks por linha = 100. 

 

4. RESULTADOS 

 
4.1. Confirmação dos clones contendo os genes Txp40 e XnGroel por 

digestão enzimática 

 

Os insertos clonados em vetor pET-28a(+) estão localizados entre os sítios de 

restrição das enzimas NdeI e BamHI. Para confirmação da clonagem, os DNAs 

plasmidiais foram digeridos com as referidas enzimas. A construção total, somando-se 

região His e considerando-se a otimização de códons, é de 6980bp para XnGroel e 

6341bp para Txp40. A clivagem com os produtos esperados pode ser observada no 

clone Txp40 (1017bp) e XnGroel (1656bp) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Eletroferograma da digestão enzimática dos clones recombinantes referentes 

aos insertos XnGroel e Txp40. Os DNAs plasmidiais foram digeridos com as enzimas 

NDeI / BamHI. A: M - Marcador Molecular 1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1 – DNA 

plasmidial do XnGroel:pET-28a(+) em estirpe de E. coli BL21 (DE3); 2 - DNA plasmidial 

do XnGroel:pET-28a(+) em estirpe de E. coli BL21 digerido com as enzimas NdeI / 

BamHI. B: M - Marcador Molecular 1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1 – DNA plasmidial 

do Txp40:pET-28a(+) em estirpe de E. coli BL21 (DE3); 2 - DNA plasmidial do 

XnGroel:pET-28a(+) em estirpe de E. coli BL21 digerido com as enzimas NdeI / BamHI. 

Aplicação em gel de agarose, concentração 1%. 

 

 

http://weblogo.threeplusone.com/


43  

 

4.2. Expressão e purificação das proteínas Vip3 de B. thuringiensis, Txp40 de 
P. akhurstii e XnGroel de X. nematophila 

 

As proteínas Vip3 de B. thuringiensis foram obtidas por sistema de expressão 

heteróloga (Figura 9A). A indução da expressão dos genes por IPTG foi confirmada pela 

presença da bandas de proteínas e seus pesos moleculares entre 88 – 101,5 kDa. A 

proteína Vip3Aa20 foi cedida pela Syngenta, sem necessidade de indução. A indução da 

expressão gênica por IPTG das proteínas Txp40 (37 kDa) de P. akhurstii e XnGroel (58 

kDa) de X. nematophila foi igualmente confirmada por SDS-PAGE (Figura 9B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. SDS-PAGE das proteínas Vip3, Txp40 e XnGroel. A: MS- Marcador Marcador 

de massa molecular “SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder”; 1- lisado de E. 

coli BL21 (DE3) não transformado; 2- Vip3Aa20; 3- Vip3Ca; 4- Vip3Ad2; 5- Vip3Ae; 6- 

Vip3Af e; 7- Vip3Aa42. B: MS- Marcador Marcador de massa molecular “PageRulerTM 

Prestained Protein Ladders”; 1- Lisado de E. coli BL21 (DE3) não transformado; 2- Clone 

Txp40 lisado sem indução proteica por IPTG; 3- Clone Txp40 lisado após a indução 

proteica por IPTG; 4, lisado de E. coli XnGroel BL21 (DE3) não transformado; 5: clone 
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XnGroel sem indução proteica por IPTG; 6: clone XnGroel lisado após a indução proteica 

por IPTG.  

 

Após bioensaios seletivos com doses discriminatórias com a população Sus 

(Tabela 3), as proteínas Vip3 com maiores mortalidades (Vip3Ae e Vip3Af) foram 

purificadas em coluna cromatográfica e submetidas à diálise para retirada do imidazol 

(Figura 10a).  De modo similar, as proteínas Txp40 e XnGroel foram submetidas à 

purificação antes dos bioensaios seletivos, considerando que Txp40 apresenta uma 

banda sobreposta a uma proteína nativa de E. coli BL21 (DE3), tornando necessária a 

confirmação do lisado proteico obtido. Posteriormente, Txp40 e XnGroel foram 

submetidas à diálise para retirada de imidazol, confirmando os tamanhos dos 

fragmentos. Proteínas mais limpas e concentradas foram viabilizadas para a montagem 

dos bioensaios (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Proteinas Vip3Aa20, Vip3Ae, Vip3Af, Txp40 e XnGroel purificadas. A) MS: 

Marcador Marcador de massa molecular “SpectraTM Multicolor Broad Range Protein 

Ladder”, 1: proteína Vip3Aa20, 2: Vip3Ae e 3: Vip3Af, ambas de 88kDa. B) MS: Marcador 

Marcador de massa molecular “SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder”, 1: 

proteína Txp40 e 2: XnGroel. Os pesos moleculares das proteínas Txp40 e XnGroel são 

37 kDa e 58 kDa, respectivamente (desconsiderando o acréscimo de aminoácidos devido 

a cauda de Histina). 

 

 

A B 
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4.3. Bioensaios seletivos com proteínas Vip3 em S. frugiperda suscetível 

 
As larvas deS. frugiperda susceptíveis foram submetidas ao bioensaio de dose 

discriminatória a 100 ng/cm2  de cada proteína Vip3 de B. thuringiensis.  O teste apontou 

que Vip3Ae, Vip3Af, Vip3Aa20 e Vip3Aa42 causaram maiores mortalidades em relação 

às demais proteínas (Tabela 3).  

A proteína Vip3a42 apresenta identidade de 98,4% quando comparada à 

Vip3Aa20 e ambas as proteínas resultaram em média de mortalidade semelhante 

(Tabela 3). Como a proteína comercial já seria usada como um controle nas análises, a 

CL50 de Vip3Aa42 não foi determinada e a toxicidade dessa proteína poderá ser 

estudada em oportunidades posteriores.   

 

Tabela 3: Mortalidade de lagartas neonatas de Spodoptera frugiperda suscetível às 
proteínas de Bacillus thuringiensis em dose discriminatória de 100 ng/cm2. 

(1) Médias seguidas de mesma letra não possuem diferença entre si pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade. 
(2) Desvio padrão (DP) 
 

4.4.  Bioensaios para Spodoptera frugiperda com as proteínas Vip3Aa20, 
Vip3Ae, Vip3Af, Txp40 e XnGroel 

 

As concentrações letais médias necessárias para causar 50% da mortalidade dos 

insetos (CL50) foram determinadas. Os bioensaios de toxicidade foram feitos com 

lagartas das populações de S. frugiperda Sus a eventos Bt e S. frugiperda PW-R, 

alimentadas com as proteínas Vip3Aa20, Vip3Ae, Vip3Af, Txp40 e XnGroel (Tabela 4). 

Os bioensaios mostraram que as proteínas Txp40 de P. akhurstii e XnGroel de X. 

Proteínas Mortalidade (%)(1) DP(2) 

Vip3Ae 71,88 a 0,08 

Vip3Af 51,56 a 0,08 

Vip3Aa20 23,43 b 0,08 

Vip3Aa42 23,43 b 0,17 

Vip3Ca 9,37 bc 0,15 

Tampão pET-SUMO 7,81 bc 0,09 

Vip3Ad2 3,12 bc 0,07 

Água 1,5 c 0,06 

Tampão Fosfato 0,0 c 0,00 
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nemathophila não apresentaram virulência à S. frugiperda. Entretanto, testes de dose 

única (500 ng/cm2) realizados em H. armigera atingiram acima de 70% de mortalidade 

na espécie*, confirmando que os clones sintéticos foram elaborados corretamente. 

Em relação à proteína comercial Vip3Aa20 e à proteína Vip3Af, nas duas 

populações de S. frugiperda houve suscetibilidade e ausência de sobreposição nos 

limites de confiança nas proteínas testadas. Em relação à CL50 da proteína Vip3Aa20, 

em Sus foi quatro vezes menor que PW-R, enquanto que nos testes com a Vip3Af, PW-

R apresentou CL50 14,6 vezes maior em relação à Sus (Tabela 4). As CLs50 da proteína 

Vip3Ae foram semelhantes entre Sus e PW-R, de acordo com a sobreposição dos limites 

de confiança (Tabela 4).  

 

Tabela 4: Estimativa da concentração letal (CL50) de proteínas Vip3, Txp40 e XnGroel 
purificadas para neonatas de S. frugiperda em bioensaios de sobreposição em dieta 
artificial. 

Proteínas 
População 

S. 
frugiperda 

CL50(IC95)(1) 
Slope± 

SE(2) 
X2(3) 

Razão de 
Resistência(4) 

Vip3Aa20 
Sus 94,73 (60,47-151,96) 1,64±0.22 27,0 1.00 

PW-R 388,87 (208,4-562,11) 2.09±0.20 1,35 4.11 

Vip3Ae 
Sus 34,85 (28,62-41,36) 3,51±0.63 7,4 1.00 

PW-R 52,88 (26,4-81,51) 1.09±0.16 3,71 1.52 

Vip3Af 
Sus 59,45 (43,88-77,73) 1.67±0.27 7,8 1.00 

PW-R 867,68 (455,07-1294,55) 1.7±0.18 7,12 14.60 

Txp40 
Sus >6000 1.67±0.27 7,8 

__ 

PW-R >6000 0,13±0.35 15,03 
__ 

XnGroel 
Sus >6000 2,36±4.25 7,24 

__ 

PW-R >6000 0.1±0.15 5,00 
__ 

Os valores representam 64 lagartas, que é a média de quatro replicatas de 16 lagartas 
cada; 
(1) Valores expressos em ng/cm2 com intervalo de confiança de 95% (IC95); 
(2) Slope e Erro padrão (SE); 
(3) Qui-quadrado (P < 0,05); 
(4) A razão de resistência para uma proteína Bt foi calculada usando o valor de LC50 de 
PW-R dividido pelo LC 50 de SS. 
 

4.5. Ensaios de proteólise utilizando as proteínas Vip3, Txp40 e XnGroel e os 
conteudos intestinais de S. frugiperda suscetível e PowerCoreTM resistente  

 

Considerando as diferenças de toxicidade obtidas nos bioensaios, o ensaio 

proteolítico foi realizado para comparar o padrão de ativação das proteínas Vip3Aa20, 

Vip3Ae e Vip3Af entre as populações Sus e PW-R ((Figuras 11 e 12). 

_____________________ 
*Moreira RO (2022) (Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, UNESP, Júlio de Mesquita Filho – 
Câmpus de Jaboticabal). Comunicação Pessoal. 
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Como esperado, todas as proteínas Vip3A testadas foram ativadas pelo conteúdo 

intestinal das larvas nas duas populações, onde a banda de ~89 kDa é clivada em um 

fragmento principal de 62 kDA. A ativação da Vip3Aa20 ocorreu de forma semelhante 

entre Sus e PW-R, embora após 120 min a banda de 89 kDa tenha sido totalmente 

ativada em PW-R, a banda de 62 kDa foi menos intensa nesse tempo em relação aos 

outros, o que não acontece em Sus. Na incubação do fluido gástrico com Vip3Ae, 

percebe-se que a proteína é processada em ambas as populações, sendo que o 

fragmento de 89 kDa não foi detectável decorridos os 120 min de proteólise em conteúdo 

intestinal de PW-R. A banda de 89 kDa de Vip3Af não desapareceu após 120 min de 

incubação nos fluidos gástricos de Sus e PW-R. Entretanto, a ativação da Vip3Af ocorreu 

de maneira gradativa em Sus, com maior rendimento a partir de 20 min.  

Em todas as proteínas Vip3A incubadas em PW-R, assim como nas amostras dos 

tempos finais coletados em Sus, percebe-se o processamento de produtos 

intermediários, com massas moleculares próximas de 89 kDa e 62 kDa. Fragmentos de 

~42 kDa, além de outros intermediários entre ~45 e ~50 kDa, foram processados com 

maior rendimento nas duas populações, principalmente quando incubados com Vip3Ae 

e Vip3Af. 

Embora as proteínas Txp40 e XnGroel não apresentaram toxicidade à S. 

frugiperda, a proteólise também foi avaliada, de modo a investigar se o conteúdo 

intestinal exercia algum efeito sobre a estabilidade das proteínas no interior do intestino 

(Figuras 11 e 12). A proteólise realizada em Txp40 foi mais estável em PW-R quando 

comparada à Sus, que foi quase totalmente degradada após 120 min. Em relação à 

XnGroel, a proteína gerou dois fragmentos de ~30 e ~45 kDa durante a incubação, 

degradados juntamente à banda de 58 kDa ao longo da preoteólise em ambas as 

populações.  
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Figura 11. Cinética de proteólise de Vip3, Txp40 e XnGroel incubadas com conteúdo 

intestinal de S. frugiperda suscetível e resistente ao evento de milho PowerCore®. As 

incubações foram realizadas com as proteínas Vip3Aa20 (A e B), Vip3Ae (C e D), Vip3Af 

(E e F), Txp40 (G e H) e XnGroel (I e J). Os géis da esquerda (A, C, E, G e I) 
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correspondem ao conteúdo intestinal da população suscetível; géis da direita (B, D, F, H 

e J) referem-se à população resistente ao milho PowerCore®. Nas canaletas: MS: 

Marcador de massa molecular “SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder”; 1: 

Proteína não incubada com tripsina; 2: incubação por 5 min; 3: incubação por 10 min; 4: 

incubação por 15 min; 5: incubação por 20 min; 6: incubação por 25 min; 7: incubação 

por 30 min; 8: incubação por 60 min; 9: incubação por 120 min.  
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Figura 12. Gráfico da cinética de proteólise de Vip3, Txp40 e XnGroel incubadas com 

conteúdo intestinal de S. frugiperda suscetível e resistente ao evento de milho 

PowerCore®. As incubações foram realizadas com as proteínas Vip3Aa20 (A e B), 

Vip3Ae (C e D), Vip3Af (E e F), Txp40 (G e H) e XnGroel (I e J). Os dados representam 

a média entre as três repetições quantificadas por densitometria e as barras são o erro 

padrão. Nas proteínas Vip3A, a linha contínua representa a proteína desativada (89kDa), 

enquanto a linha tracejada refere-se à toxina (62 kDa). Em Txp40 e XnGroel foi feita a 

quantificação apenas da proteína não ativada (37 e 58 kDa, respectivamente).  

 

4.6.  Análise in silico das proteínas Vip3 
 

Os cinco dominíos conservados das proteínas Vip3 testadas em S. frugiperda 

foram delimitados no alinhamento múltiplo das sequências (Figura 13), baseando-se no 

banco de dados e em trabalhos publicados. Entre as Vip3A, o domínio I e II são altamente 

conservados. A identidade entre as sequências é reduzida ao analisar o domínio III e os 

domínios localizados na região C-terminal (IV e V).   
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Figura 13. Alinhamento múltiplo das sequências de proteínas Vip3. Os aminoácidos que 

se diferem entre as sequências não estão coloridos. Os domínios conservados foram 

delimitados com linhas, indicando o ínicio e o final de cada cada um: Domínio I – linha 

preta; Domínio II - linha lilás; Domínio III - linha azul; Domínio IV – linha verde e; Domínio 

V – linha vermelha.  

 

A diversidade de motifs foi analisada considerando a atividade inseticida das 

proteínas Vip3Aa20, Vip3Ae e Vip3Af sobre as populações Sus e PW-R de S. frugiperda. 

Dez motifs foram inicialmente buscados nas sequências proteicas, nomeados de 1–10 e 

representados por cores diferentes (Figura 14A).  

Alguns motifs se apresentaram em dois domínios distintos: no domínio I estão 

localizados os motifs 1, 2, 9 e 10; no domínio II, motifs 4 e 5; no domínio III, motifs 1, 3, 

6, 7 e 8; domínio IV, motif 2, 3 e 4; e domínio V, motif 6 (Figura 14A). Em sua maioria, os 

motifs foram detectados com sítios únicos nas três sequências proteicas. Os motifs 3, 4 

e 6 apresentaram sítios duplicados e o motif 1 foi detectado em quatro posições distintas 

nas três proteínas. O resíduo diferencial encontrado nas proteínas estudadas refere-se 



52  

 

ao motif 2, que não apresentou repetição na proteína Vip3Ae.  Esse motif está localizado 

no resíduo 543-571aa no domínio IV da região C-terminal e a proteína Vip3Ae se 

distingue em seis aminoácidos em relação à Vip3Aa20 e Vip3Af1 nas seguintes 

posições: Ser543
Asn543, Ile544

Leu544, Glu546
Gly546, Asp547

Glu547, Val561
Ile561 e 

Asn568
Lys568. A diversidade de aminoácidos nesse resíduo também foi evidenciada 

conforme as sequências logo dos motifs geradas pela ferramenta WebLogo, onde a 

distorção dos aminoácidos nas sequências alinhadas implica em logotipos de sulco 

menor (Figura 14B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análise de diversidade de motifs de proteínas Vip3. A) Diversidade e 

distribuição de motifs nos domínios conservados das proteínas Vip3 testadas contra Sus 

e PW-R. Cada motif está representado com coloração específica: vermelho- motif 1; 

ciano- motif 2; verde-grama- motif 3; roxo- motif 4; laranja- motif 5; verde- motif 6; azul- 

motif 7; rosa- motif 8; laranja- motif 9 e amarelo: motif 10. O motif 2 e as alterações 

identificadas na sequência de aminoácidos foram destacados; B) Confirmação da 

diversidade residual do motif 3 utilizando o programa WebLogo. 

 

5. DISCUSSÃO 

 

Nesse estudo foi avaliada a toxicidade das proteínas Txp40, XnGroel e diferentes 

proteínas Vip3A contra uma população Cry-resistente de S. frugiperda. Txp40 e XnGroel 

apresentaram resultados semelhantes entre as populações PW-R e Sus, com ausência 

de toxicidade. Inicialmente, a ineficácia sugere que essas proteínas não possuem 

necessidade de ativação em pH especifico sobre presença de enzimas proteolíticas, tal 

como ocorre com proteínas Cry e Vip. Para que o processamento proteolítico ocorra, 
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alguns domínios conservados das proteínas Bt são modificados. A ausência de 

similaridade entre as sequências de aminoácidos no alinhamento entre Vip3Aa20 e as 

proteínas simbiônticas sustentam a falta da ativação por pH em Txp40 e XnGroel. 

A proteína Txp40 é uma subunidade do complexo de toxinas (TC) do gênero 

Photorhabdus, bactéria gram-negativa entomopatogênica simbiôntica com nematoides 

da família Heterorhabditidae (Somvanshi et al., 2019). Ao ser isolada de P. akhurstii e 

testada contra lagartas de H. armigera, S. litura e S. exigua, Txp40 apontou menor 

virulência quando oferecida oralmente em dieta artificial em relação à proteína injetada 

diretamente na hemocele dos insetos, tal como ocorre na natureza durante o processo 

de infecção do nematoide ao seu hospedeiro, onde essas bactérias são liberadas 

(Shankhu et al., 2020).  

A redução da suscetibilidade da Txp40 administrada via oral relatada pelos 

autores, assim como a ineficácia para S. frugiperda são associadas à degradação da 

proteína durante a penetração da membrana peritrófica do intestino médio do hospedeiro 

(Shankhu et al., 2020). Os autores do trabalho não descartaram a degradação pelo 

conteúdo intestinal do inseto e por meio da proteólise realizada neste trabalho, percebe-

se que Txp40 não é clivada em subunidades e a ação das enzimas proteolíticas reduzem 

em até 80% da concentração inicial da proteína após duas horas de incubação. 

Uma discussão semelhante envolve a ausência de virulência XnGroel à S. 

frugiperda.  XnGroel é homóloga à proteína Groel (Joshi et al., 2008), uma das diversas 

moléculas derivadas da vesícula de membrana externa (OMV), complexo antigênico de 

lipopolissacarídeo e lipoproteína produzido sob condições estressantes e crescimento 

desequilibrado de bactérias gram-negativas (Knox et al., 1966).  

Groel é uma chaperona molecular, família conservada de proteínas responsáveis 

pelo dobramento e redobramento correto de substratos proteicos (Hanpanich e 

Maruyama, 2020). Diversas Groel foram isoladas de bactérias entomopatogênicas que 

vivem em simbiose com outros organismos, onde os níveis de expressão desta proteína 

são mais altos em relação aos níveis da mesma espécie em vida livre (Fares et al., 2002). 

A XnGroel utilizada nesse estudo foi isolada de X. nematophila, uma espécie 

endossimbiontica do nematoide entomopatogênico do gênero Steinernema. A proteína 

XnGroel é liberada pelo nematoide diretamente no intestino do hospedeiro e não na 

hemocele (Joshi et al., 2008). Ao ser tratada com conteúdo intestinal de S. frugiperda, a 

cinética proteolítica aponta que há degradação total da XnGroel após duas horas de 

incubação, com ausência de novos fragmentos gerados por clivagem.  
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O mesmo ocorreu quando Joshi et al (2008) testaram a macromolécula contra 

lagartas de H. armigera e apontaram que o tratamento de vesículas da borda escovada 

da membrana apical (BBMVs) com 0,1-25 μg de tripsina não mostrou nenhuma alteração 

no perfil proteico e na ligação de XnGroEL às BBMVs. Portanto, além de ser uma 

proteína independente de ativação por enzimas proteolíticas, a XnGroel tem como 

principal ponto de ligação a quitina da membrana peritrófica, que fará com que o 

metabolismo seja inibido pela ação da proteína (Joshi et al., 2008).  

Nesse estudo, as populações Sus e PW-R apresentaram desempenhos diferentes 

nos bioensaios com as proteínas Vip3Aa20, Vip3Ae e Vip3Af. Como esperado, as Vip3A 

testadas causaram mortalidade às larvas Sus. As CL50 foram superiores ao relatado em 

outros trabalhos envolvendo Vip3A (Hernández-Martínez et al., 2013; Chakroun and 

Ferré, 2014; Gomis-Cebolla et al., 2017; Boukedi et al., 2018), o que sugere estar 

relacionado à populacao de insetos testada, duração do bioensaio, processo de 

extração/purificação da proteína ou quantificação da amostra (Chakroun et al., 2012; 

Hernández-Martínez et al., 2013). Embora esses mesmos trabalhos sustentam que as 

proteínas Vip3A competem pelos mesmos sítios de ligação, Vip3Ae apresentou CL50 

significantemente menor em relação à Vip3Af e à proteína comercial Vip3Aa20 quando 

testadas contra PW-R. 

Sugere-se que o aumento dos intervalos de confiança das proteínas Vip3Aa20 e 

Vip3Af contra S. frugiperda estão relacionados aos custos adaptativos do inseto durante 

o desenvolvimento da resistência às proteínas Cry expressas no evento PowerCore, que 

promovem a alteração da composição da membrana ou alteração do pH intestinal do 

inseto, podendo influenciar na afinidade de ligação,  inserção e estabilidade das 

proteínas Vip3Aa20 e Vip3Af testadas (Carrière et al., 2015; De Maagd et al., 2003; 

Gilreath et al., 2021). Em campo esse fator pode influenciar na estratégia de piramidação 

de tecnologias, considerando que a planta expressa quantidades diferentes de proteína 

inseticida a depender do estágio de desenvolvimento e do tecido, com níveis menores 

em órgãos reprodutivos (Carrière et al., 2019; Gilreath et al., 2021). 

 Em contraste, sugere-se que o aumento inexpressivo da relação de resistência 

no bioensaio de Vip3Ae contra PW-R pode estar atrelado ao efeito da resistência cruzada 

negativa da população. Embora a resistência cruzada positiva - situação onde insetos 

resistentes a determinada proteína Bt desenvolvem resistência a uma proteína 

semelhante - entre Vip3 x Cry2Ab2 não exista, S. frugiperda apresenta resistência 

cruzada negativa fraca e estatisticamente significativas contra Vip3 x Cry1 ou Cry2Ae, 
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ou seja, efeito de alelo que confere resistência a uma proteína inseticida Bt e 

hipersuscetibilidade a outra não semelhante (Pittendrigh et al., 2014; Yang et al., 2016; 

Tabashnik e Carrière, 2020; Gilreath et al., 2021). Esse fator pode ter colaborado para 

os resultados, somado às características estruturais da proteína Vip3Ae (Figuras 13 e 

14).  

O processamento da Vip3A no intestino médio larval ocorre quando a região N-

terminal (domínios I) é remodelada após a clivagem proteolítica e a estabilidade da 

proteína é determinante para a toxicidade, visto que uma superdigestão interfere na 

eficiência da ação inseticida (Núñez-Ramírez et al., 2020; Yang et al., 2022). 

Considerando a importância dos fragmentos denominados motifs durante a manutenção 

da estabilidade estrutural e funcional da proteína (Bork e Koonin, 1996) e a diferença de 

desempenho nos ensaios com S. frugiperda Sus e PW-R, comparou-se a diversidade 

dos motifs em Vip3Aa20, Vip3Ae e Vip3Af.  

Na análise estrutural não foram identificadas diferenças de motifs nos domínios I, 

II e III apontados como importantes responsáveis pela estabilidade da protoxina Vip3 

durante as alterações conformacionais na proteólise (Jiang et al., 2023). A região C-

terminal ancora nesse ponto durante todo processo (Núñez-Ramírez et al., 2020). O 

domínio I fornece uma estrutura estável durante as mudanças conformacionais, que 

levam à ativação da proteína.  O domínio II e III, envolvidos na ligação ao receptor, assim 

como os domínios I e III, mediadores da citoxicidade, também não apresentara motifis 

diferentes entre as três proteínas (Jiang et al., 2023).  

A conexão entre os domínios da região N-terminal (domínios I, II e III) é compacta, 

e as mudanças da atividade biológica das proteínas Vip3 são associadas normalmente 

à conexão entre os domínios III/IV e IV/V, devido a flexibilidade dos domínios da região 

C-terminal (Jiang et al., 2020). As substituições em poucos aminoácidos do C-terminal 

podem modificar a atividade inseticida das proteínas Vip3, desencadeando maior 

afinidade de ligação e estabilidade da proteína em diferentes espécies de lepidópteros 

(Chi et al., 2019; Shao et al., 2020; Yang et al., 2022).  

Em estudo envolvendo H. armigera, por exemplo, a substituição de aminoácidos 

por alanina em Vip3Aa através de mutagênese sítio-dirigida no aminoácido 619 melhorou 

a atividade inseticida contra a praga, mas nos aminoácidos 552 e 627 houve redução 

significativa da toxicidade, o que levaram os autores relacionarem a modificação com o 

processo de ligação dos receptores aos mutantes (Chi et al., 2019). Ao substituir glicina 

por serina, ácido glutâmico ou alanina no aminoácido 689 de Vip3Af, alguns autores 
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apontaram a diminuição da atividade inseticida dos mutantes, associada ao papel 

estrutural desse aminoácido no dobramento do domínio V durante o processamento 

(Banyuls et al., 2018 e 2021).  

Em estudo recente sugeriu-se que a proteína Vip3Aa se liga à matriz peritrófica 

através do domínio V. O motif de ligação a glicano facilita o reconhecimento de 

receptores glicolisados pela proteína na membrana do intestino médio do inseto. 

Alterações na sequência de aminoácidos na região impede a interação entre a Vip3Aa e 

o hospedeiro (Jiang et al., 2023).  

O presente estudo aponta motif diferencial no domínio IV. A Vip3Ae apresenta 

seis aminoácidos distintos de Vip3Aa20 e Vip3Af no motif estudado, nas posições 543, 

544, 546, 547, 561 e 568.  Dentre as alterações, somente nas posições 546 

(Vip3Aa20/Vip3Af = ácido glutâmico; Vip3Ae = glicina) e 568 (Vip3Aa20/Vip3Af = 

asparagina; Vip3Ae = lisina) tratando-se de aminoácidos com grupos funcionais 

diferentes segundo sua cadeia lateral (ácido glutâmico – polar ácido; glicina – apolar 

alifático; asparagina – polar não carregado; lisina – polar básico). Uma maior 

investigação a respeito do efeito de possíveis mutações de sítio-dirigidas nesses 

resíduos devem ser consideradas mediante as diferenças de desempenho de S. 

frugiperda PW-R expostas a Vip3Ae.  

In vitro, a protoxina Vip3Aa20 e o fragmento principal de 62 kDa referente à 

proteína ativada apresentaram uma cinética um pouco mais estável em relação à Vip3Ae 

e Vip3Af nos primeiros trinta minutos de proteólise com conteúdo intestinal bruto. A 

formação de banda intermediária entre 40 e 50 kDa, além dos produtos identificados 

próximos as bandas principais de 62 e 89 kDa, pode estar associada à estabilidade da 

proteína inerente à sua pureza ou até mesmo às substâncias tamponantes do meio 

durante o processamento, visto que a Vip3Aa20 apresentou menor quantidade destes 

fragmentos intermediários durante a proteólise.  

Fragmentos itermediários são relatados em outros estudos, onde Caccia et al. 

(2014) apontaram o fragmento de 47 kDa durante as proteólises realizadas com 

conteúdo intestinal de S. frugiperda e S. exigua incubado com Vip3Aa e Vip3Ae. Nesse 

mesmo estudo, o maior rendimento da banda de 62 kDa em Vip3Aa foi correlacionado 

com a suscetibilidade de S. frugiperda, mas o mesmo não foi relacionado à proteína 

Vip3Ae.  

Em outro trabalho envolvendo a atividade inseticida de Vip3Ae contra duas 

espécies de Spodoptera, os autores não conseguiram correlacionar o perfil de proteólise 
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com a toxicidade (Chakroun et al., 2012). O rendimento do fragmento de 62 – 66 kDa, 

derivado do C-terminal, não foi correlacionada com a suscetibilidade diferencial da PW-

R frente à Vip3Ae. Porém, a diversidade nesta região sugere maiores investigações, pois 

pode ter contribuído no efeito inseticida da proteína na população PW-R. A proteína 

Vip3Ae não apresenta um sítio para o motif 2 no domínio IV da sequência onde interagem 

as estruturas dos CBM e os sítios de ligação putativos de glicano expostos ao solvente 

(Núñez-Ramírez et al., 2020). Essa detecção pode estar relacionada à atividade 

inseticida da proteína Vip3Ae que manteve seu intervalo de confiança quando testada 

contra PW-R.  

Assim como o domínio V, o domínio IV também apresenta sitio de ligação a 

glicano. Entretanto, a interação da Vip3Aa com a matriz peritrófica independente deste 

domínio, indispensável para a toxicidade in vivo. Ao ser expresso isoladamente, o 

mutante referente ao domínio IV mostrou ser resistente à digestão pelo conteúdo 

intestinal de S. frugiperda. Portanto, a função biológica desse domínio pode colaborar 

para a estabilidade da proteína mediante o gradiente de pH existente no lúmen intestinal 

da lagarta (Jiang et al., 2023). 

Por fim, embora não tenha sido testada contra PW-R em bioensaios seletivos, a 

proteína Vip3Aa42 apresentou mortalidade semelhante à proteína Vip3Aa20, além de 

apresentar identidade de 98,4% com a proteína comercial, o que pode ser uma atividade 

a ser explorada no contexto de resistência cruzada em S. frugiperda.  

 

6. CONCLUSÃO 

 A atividade inseticida diferencial detectada entre Vip3Ae e Vip3Aa20 ou Vip3Af 

testadas na população de S. frugiperda suscetível e Cry-resistente foi correlacionada à 

estrutura molecular das proteínas.  

A localização de motifs diferenciais na região C–terminal, onde a ausência de um 

sítio foi detectada para Vip3Ae e as alterações nos resíduos Glu546
Gly546 e 

Asn568
Lys568 do domínio IV estão associadas ao melhor desempenho da proteína 

quando exposta à S. frugiperda. 

Os resultados destacam a importância da exploração de novas proteínas 

inseticidas que possam ser utilizadas para o manejo de populações Cry – resistentes. As 

proteínas Txp40 e XnGroel não foram eficientes para causar mortalidade em S. 

frugiperda, mas podem ser exploradas em outras pragas, assim como outras moléculas 

dos complexos de proteínas inseticidas das bactérias X. nematophila e P. akhurstii são 
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opções interessantes a serem investigadas em S. frugiperda.  

A exploração da resistência cruzada negativa é uma estratégia que pode ser 

aproveitada para prolongamento das tecnologias de milho Bt presentes no campo. 

Estudos semelhantes com outras proteínas Vip3 em populações resistentes são 

necessários para elucidar os modos de ação dessas proteínas e serem considerados 

nos programas de manejo. Bem como, o aprofundamento sobre a alteração de efeitos 

inseticidas decorrentes de mutações de sítio-dirigidas nos dominios C-terminais dessas 

macromoléculas se faz importante nesse contexto. 
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