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TITULO - SUSCETIBILIDADE E INTERAGAO DE PROTEINAS CRY1 E VIP3A DE

Bacillus thuringiensis PARA O CONTROLE DE LEPIDOPTEROS-PRAGA

RESUMO - Os inseticidas quimicos sdo amplamente utilizados no controle de
insetos-praga, no entanto, causam enormes prejuizos ambientais. Uma alternativa a
esses inseticidas € a utilizagdo de microrganismos entomopatogénicos, que
controlam seletivamente os insetos e preservam o meio ambiente. A bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner € considerada a espécie de maior interesse neste
cenario, pois € responsavel pela producdo de proteinas inseticida. Genes de B.
thuringiensis vém sendo amplamente estudados e utilizados na construgdo de
culturas transgénicas no mundo todo. No entanto, quando n&o associadas a areas
de refugio podem acelerar a selegdo de organismos resistentes em populag¢des de
insetos-praga. Estudos relatam a necessidade em retardar a evolugao da resisténcia
a insetos-praga e dentre as possibilidades, a utilizagcdo de mais de um gene na
construcdo de plantas transgénica mostra-se eficiente. Desta forma, o presente
estudo avaliou a suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera:
Noctuidae) as proteinas de B. thuringiensis, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca,
Cry1Ea, Vip3Aa, Vip3Ae e Vip3Af. Apds estimar a CLsp de cada proteina para cada
espécie avaliou-se a interacédo entre as combinac¢des de Vip3A+Cry1 e Cry1+Cry1.
Os resultados sugerem que todas as proteinas foram eficientes no controle de
ambas as espécies, destacando-se a proteina Cry1Ac (0,75 ng.cm™) para A.
gemmatalis e a proteina Vip3Af (1,4 ng.cm™) para C. includens. O padrdo geral de
comparacao da suscetibilidade das espécies frente as proteinas avaliadas indicou
que ha uma diferencga significativa na toxicidade das proteinas para cada espécie.
Verificou-se uma grande inibicdo do desenvolvimento larval de lagartas
sobreviventes a CLsg de cada proteina. As interacbes das proteinas indicaram as
combinagdes sinérgicas Vip3Aa+Cry1Ea, Cry1Aa+Cry1Ea e Cry1Ab+Cry1Ac como
alternativas para o controle e manejo de resisténcia de A. gemmatalis e C. includens
simultaneamente. Entretanto, outras combinacbes atuaram em sinergismo
especificamente para cada espécie. Em ensaios proteoliticos o suco entérico de
cada espécie mostrou-se eficiente na ativagéo de proteinas.

Palavras-chave: Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens, controle
bioldgico, sinergismo
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TITLE - SUSCEPTIBILITY AND INTERACTION OF VIP3A AND CRY1 FROM
BACILLUS THURINGIENSIS TO CONTROL LEPIDOPTERA PEST

ABSTRACT - Chemical insecticides are widely used to control insect pests,
however, cause enormous environmental damage. An alternative to these
insecticides is the use of entomopathogenic microorganisms which selectively control
insects and preserve the environment. The Bacillus thuringiensis Berliner is the
species of greatest interest responsible for production of insecticidal proteins. Genes
of B. thuringiensis have been widely studied and used in the construction of
transgenic crops worldwide. However, when not associated with refuge areas can
accelerate the selection of resistant organisms in populations of insect pests. Studies
have reported the need to slow the evolution of resistance to insect pests and among
the possibilities, the use of more than one gene in the construction of transgenic
plants proves efficient. Thus, the present study evaluated the susceptibility of
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) and Chrysodeixis
includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae), from the proteins isolated from B.
thuringiensis Cry1Aa , Cry1Ab , Cry1Ac , Cry1Ca , Cry1Ea , Vip3Aa , Vip3Ae and
Vip3Af . After estimating the LCsy of each protein for each species evaluated the
interaction between combinations of Vip3A + Cry1 and Cry1 + Cry1. The results
suggest that all proteins were effective in controlling both species, emphasized the
Cry1Ac protein (0.75 ng.cm™) to A. gemmatalis and Vip3Af protein (1.4 ng.cm™) to C.
includens. A comparison of the susceptibility of the species to proteins indicated that
there is a significant difference in toxicity for each species. There was a large
inhibition of larval development of caterpillars surviving the LCsy of each protein. The
interactions of proteins indicated the synergistic combinations Vip3Aa + Cry1Ea,
Cry1Aa + Cry1Ab and Cry1lEa + Cry1Ac as alternatives for the control and
management of resistance in A. gemmatalis and C. includens simultaneously.
However, other combinations acted in synergism specifically for each species. In
proteolytic assays enteric juice each species has been successful in activating
proteins.

Keywords: Anticarsia gemmatalis, Biological control, Chrysodeixis includens,
synergism



1. INTRODUCAO

A utilizacao de inseticidas quimicos para o controle de insetos causadores de
danos as culturas agricolas proporcionam enormes prejuizos ambientais, além de
alto custo aos produtores. Constantemente buscam-se métodos alternativos de
controle dos insetos-praga em todo o mundo, devido principalmente a preservacao
do meio ambiente.

Os inseticidas bioloégicos sdo excelentes alternativas para contornar a
poluicdo ambiental derivada de inseticidas quimicos, além de proporcionar o controle
mais seletivo de insetos. Para o controle biolégico de insetos-praga, a bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 é considerada a espécie de maior interesse
sendo caracterizada pela producéo de cristais proteicos durante a esporulacéo, que
possuem atividade inseticida (Proteinas Cry) com alta especificidade contra larvas
de insetos de varias ordens (DE MAAGD et al., 2003). Este microrganismo também
€ responsavel pela producdo de outras proteinas com atividade inseticida,
denominada Vip “Vegetative Insecticidal Proteins” (ESTRUCH et al., 1996).

As proteinas Vip sdo produzidas e secretadas pelas células bacterianas
durante a fase vegetativa (ESTRUCH et al., 1996), ndo formam inclusdes cristalinas
e, por esse motivo, e também por ndao apresentarem homologia de sequéncia ou
estrutural, foram excluidas da nomenclatura das proteinas Cry.

Culturas transgénicas que expressam proteinas de B. thuringiensis (Bt) séo
utilizadas no manejo de insetos-praga em todo o mundo desde que foram
comercializadas pela primeira vez em 1996 (JAMES, 2011). Estas necessitam de
menos aplicagdes de agrotoxicos, reduz custos de producdo, proporciona
seletividade e especificidade contra as pragas-alvo, além da conservagao dos
inimigos naturais e nenhuma ameaga ao meio ambiente e saude humana quando
comparada aos agrotoxicos (JAMES, 2002). Entretanto, apesar dessas vantagens,
existe atualmente grande preocupacgao pelo uso generalizado de culturas Bt uma
vez que estas podem acelerar a selegdo de organismos resistentes em populagdes
de pragas-alvo (ZHANG et al.,, 2013) quando ndo associadas a estratégias de

manejo, como a ado¢ao de areas de refugio.
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A causa desta resisténcia pode estar relacionada a modificacao de receptores
do intestino médio ou a sua capacidade de ligagdo as proteinas (TABASHNIK,
1994). Algumas alternativas para retardar a evolugao da resisténcia vém sendo
estudada e a mistura de toxinas inseticidas foram consideradas eficazes, no entanto
recomenda-se sua utilizagdo antes que ocorra essa evolugdo, mesmo sob pressao
de selecao continua (ZAHIRI; MULLA, 2003).

As proteinas Cry e Vip3 ndo possuem similaridade em suas sequéncias de
aminoacidos (RANG et al., 2005) e se ligam a distintos receptores na membrana
epitelial do intestino médio dos insetos-pragas (LEE et al., 2003; SENA;
HERNANDEZ-RODRIGUES; FERRE, 2009). Desta forma o uso de combinagdes de
proteinas inseticidas em culturas transgénicas podem ser empregadas no manejo de
resisténcia de insetos.

Varias espécies de inseto-praga se alimentam de folhas de culturas agricolas
e dentre estas, a cultura da soja é amplamente prejudicada com a desfolha causada
por importantes pragas. Dentre estas, destaca-se a lagarta-da-soja, Anticarsia
gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera:Eribidae), por sua abundéncia e ocorréncia
frequente em todas as regides do pais onde a soja € cultivada. Outros lepidopteros-
praga, como a lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, [1858]),
também se destaca como importante desfolhadora desta cultura desde 2003 e tem-
se observado que sua ocorréncia pode ser simultdnea ou mais tardia a lagarta A.
gemmatalis (BRAGA et al., 2011)

Ainda ndo ha relatos de estudos com combinagdes de toxinas de B.
thuringiensis para o controle destas espécies. Neste sentido, o presente trabalho
objetivou avaliar a suscetibilidade de A. gemmatalis e C. includens a cinco diferentes
proteinas Cry1A e trés proteinas Vip3A de B. thuringiensis recombinantes em E. coli.
Apos esta avaliagao, verificar a interacdo destas proteinas, buscando indicar
alternativas para o controle ou retardo da evolugdo de resisténcia pelos insetos-

praga, por meio da constru¢cdo de plantas transgénicas piramidadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria gram-positiva, da familia Bacillaceae,
aerodbica ou facultativamente anaerodbica, formadora de esporos e produtora de uma
variedade de fatores de viruléncia, sendo a maioria destes, ativos contra insetos-
praga, tornando esta bactéria um entomopatégeno em potencial. E de ocorréncia
ubiqua (KRYWUNCZYR; FAST, 1980), sendo assim, pode ser encontrada em varios
substratos como: solo, agua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e
graos armazenados (SCHNEPF et al., 1998, MIRALLES; PEREZ, 2004)

A descoberta de B. thuringiensis ocorreu em 1901 quando um pesquisador
chamado Ishiwata realizou um estudo, descrevendo a sobre a atuacdo de uma
bactéria esporulante responsavel pela mortalidade encontrada em populagdes do
bicho-da-seda (Bombyx mori). Somente em 1908, foi sugerida a primeira
nomenclatura por lwabuchi, que a denominou como B. softo Ishiwata. Outro estudo
realizado na Alemanha em 1911, distrito de Thuringia, Ernest Berliner descreve a
mesma bactéria, tendo esta sido isolada de Ephestia kuhniella (traga da farinha) e
somente em 1915, Berliner denominou-a como Bacillus thuringiensis, sendo este
nome atribuido em funcdo do local na qual as lagartas foram encontradas
(WHITELEY; SCHNEPF, 1986; GLARE; O'CALLAGHAM, 2000).

Ap6s sua descoberta, somente em 1938 foi produzida na Franga uma
formulacdo denominada Sporeina, composta desta bactéria e, a partir dos anos 50,
varios relatos sado encontrados sobre a utilizagdo de formulagbes contendo B.
thuringiensis como alternativa para o controle de insetos na agricultura em diversos
paises (WEISER, 1986).

O termo B. thuringiensis € usualmente empregado para uma unica espécie,
no entanto, esta pertence a um complexo de trés espécies, sendo as demais, B.
cereus e B. anthracis, que apresentam caracteristicas fenotipicas e bioquimicas
comuns entre si, dentre estas, B. thuringiensis pode ser diferenciado pela presenca
de cristais (LUTHY; WOLFERSBERGER, 2000), visiveis em microscopia de
contraste de fase (Figura 1).
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Figura 1. Microscopia de contraste de fase com B. thuringiensis adaptado de
<http://www.futurasciences.com/uploads/tx_oxcsfutura/comprendre/d/images/604/pit

ureau_03.jpg>

Este microrganismo apresenta-se na forma de bastdes isolados, aos pares ou
em cadeias com tamanhos que variam de 0,5 a 2,5 ym de largura e 1,2 a 10 ym de
comprimento (MIRALLES; PEREZ, 2004).

O ciclo de vida de B. thuringiensis € compreendido de duas fases principais,
sendo uma de crescimento vegetativo, na qual a bactéria se multiplica por biparticao
e, outra de esporulacido, que consiste na diferenciacdo da bactéria em esporo. Na
fase vegetativa de crescimento é produzida e secretada as proteinas Vip (Proteina
Inseticida Vegetativa) (ESTRUCH et al.,, 1996) e, quando atinge a fase de
esporulacdo, as bactérias sintetizam proteinas que se acumulam na periferia dos
esporos sob forma de cristais (Proteinas Cry) (PEFEROEN, 1997).

As toxinas produzidas por B. thuringiensis sao utilizadas na formulacédo de
bioinseticidas comerciais, apresentando-se como um dos principais agentes que
promovem resultados desejaveis e consistentes no controle bioldgico. No entanto,
problemas relacionados ao tempo de permanéncia das toxinas puras sobre a planta,
com efeito entomocida eficaz, dificil acesso da toxina a praga pelas suas
caracteristicas fisico-quimicas e elevado custo de fabricacdo destes bioinseticidas
impossibilitam a difusdo deste produto no emprego do controle biologico. Desta
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forma, a engenharia genética de plantas surge como alternativa concreta para
viabilizar o amplo emprego de B. thuringiensis, destacando-se a possibilidade de
obtencdo e uso de plantas transgénicas contendo os genes codificadores dessas

toxinas inseticidas.

2. 2. Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis tem capacidade de produzir e secretar varias proteinas com
atividade inseticida, como: a- exotoxinas, B-exotoxinas, d-endotoxinas (proteinas Cry
e Cyt), hemolisinas, exoenzimas, quitinases, fosfolipases e proteinas inseticidas
vegetativas (HANSEN; SALAMITOU, 2000). A contribuicdo de cada um destes
fatores na viruléncia presente nesta espécie ainda permanece desconhecida, por ser
dificil estabelecer o espectro téxico de um isolado que sintetiza mais de uma
proteina, pois quando diversos fragmentos tdxicos encontram os receptores de
membrana do intestino do inseto, ocorre uma competicao pelos sitios de uniao e isto
pode interferir na toxicidade do isolado (PINTO et al., 2009). Por outro lado, o esporo
também pode contribuir para a toxicidade quando atua em sinergismo com as
proteinas Cry (JOHNSON; McGAUGHEY, 1996).

2. 2. 1. Proteinas Cry

O cristal proteico, sintetizado durante a fase de esporulagcdo é formado por
polipeptidios denominados de proteinas Cry ou 8-endotoxinas (YAMAMOTO; DEAN,
2000), estes sdao acumulados dentro da célula bacteriana e liberados juntamente
com esporos (SCHNEPF et al., 1998).

A forma do cristal é determinada pela composicdo e estrutura das 6&-
endotoxinas presentes, podendo ser bipiramidal, cuboide, romboide, ovoide, esférico
ou, ainda, sem forma definida (HABIB; ANDRADE, 1998). Estes sao especificamente
téxicos para insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera.

Atualmente, mais de 560 genes cry foram sequenciados e estéo classificadas

em 68 classes com base na similaridade das suas proteinas, onde sdo agrupadas
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em fungéo do grau de similaridade de seus aminoacidos
(http://www. lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore / Bt).

O mecanismo de agao destas proteinas foi caracterizado principalmente em
lepidopteros (Figura 2), assim, quando as inclusdes cristalinas na forma de
protoxinas s&o ingeridas pelas lagartas sao solubilizadas em meio alcalino do
intestino médio dos insetos e sofrem uma ativagao por proteases presentes no meio.
A protoxina possui tamanho de massa molecular de aproximadamente 130 kDa e
apds sua ativagao pelas proteases intestinais, sao distintas em duas regides
estruturais que compreende de 60 a 70 kDa (HOFTE; WHITELEY, 1989; BRAVO;
GILL; SOBERON, 2005), constituintes da regido N-terminal, contendo a toxina ativa
e Carboxy-Terminal (C-terminal).

A toxina ativa se liga a receptores glicoproteicos especificos nas
microvilosidades das células epiteliais do intestino médio das larvas, antes de se
inserirem dentro de células da membrana. A inser¢cdo das toxinas gera a formagao
de poros liticos nas microvilosidades da membrana apical e posterior lise celular,
fornecendo aos esporos favoravel a condicbes de germinagado, levando a uma
septicemia e a morte do inseto (GILL; COWLES; PIETRATONIO, 1992). Alguns
estudos demonstram que a por¢ao C-terminal é necessaria para a formagao do
cristal dentro da bactéria (DE MAAGD et al., 2003; SAMIR et al., 2006)

Os sintomas que sao observados nas larvas a partir desse momento sao:
perda do apetite, paralisia do intestino, vomito, diarreia, paralisia geral e por fim
morte do inseto. Nao ha atividade de B. thuringiensis na fase de pupa em insetos
adultos (MONNERAT; BRAVO, 2000).
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Figura 2. Mecanismo de agao das toxinas de B. thuringiensis proposto pela
WORLD HEALTH ORGANIZATION (1999).

Os receptores responsaveis pela uniao da toxina a membrana tem sido
extensivamente estudados em lepiddpteros para determinar especificidade,
toxicidade e mecanismo de acdo das toxinas Cry (GOMEZ et al., 2006; BRAVO;
GILL; SOBERON, 2007; ARENAS et al., 2010). A uni&o dos sitios receptores é uma
etapa determinante da especificidade das toxinas Cry, o que motivou diversos
grupos de pesquisa a se dedicarem ao entendimento desse processo (MONNERAT;
BRAVO, 2000).

Muitos receptores de toxinas Cry presentes na superficie do intestino médio
tém sido relatados, dos quais o melhor caracterizado sao os receptores
aminopeptidases N (APN ou ALP) e os receptores caderina (CADR) (PIGOTT;
ELLAR, 2007). Estudos recentes revelam que a caderina desempenha um papel
fundamental sobre o0 modo de agéo das toxinas Cry1A em lepiddpteros, sendo esta
o primeiro receptor da toxina Cry, que tem a fungao de direcionar a ligagdo para um
segundo receptor que pode ser uma aminopeptidase ou fosfatase-alcalino. Esta
ligagdo na membrana confere que proteina especifica de membrana seja formada,
resultando na insercdo de oligbmeros, formagao de poro e morte da célula por
choque osmético (BRAVO et al., 2004; PIGGOT; ELLAR, 2007; PENG et al., 2010).



2. 2. 2. Proteinas Vip

Durante o crescimento vegetativo ocorre a producao e secrecao das toxinas
denominada Vip, estas ndo possuem homologia de sequéncia com as proteinas Cry
e sao produzidas como proteina soluvel por algumas linhagens de B. thuringiensis
(ARORA et al., 2003).

Foram descritos quatro grupos de proteinas Vip, caracterizado como: Vip1,
Vip2, Vip3 e Vip4, onde Vip1 e Vip2 demonstram possuir atividade inseticida
especifica para coledpteros e hemipteros, enquanto a toxina Vip3 possui
especificidade contra lepidopteros (ESTRUCH et al., 1996; SATTAR et al., 2008). O
gene Vvip3A codifica uma proteina com 791 aminoacidos e possui massa molecular
de aproximadamente 88,5 kDa, descritas primeiramente por Estruch et al (1996).

A proteina Vip, assim como as Cry, possui toxicidade contra insetos
susceptiveis. No entanto, o espectro inseticida das proteinas Vip inclui, ainda, certas
pragas importantes, as quais tém mostrado tolerancia para as proteinas Cry
(BHALLA et al., 2005). A acado da proteina Vip3A tem sido estudada e demonstra
atuar no epitélio intestinal do inseto, assim como as proteinas Cry. Porém, devido a
sua forma soluvel, estas proteinas se ligam mais rapidamente aos receptores de
membrana das células epiteliais do intestino do inseto susceptivel, resultando em

progressiva degeneragao da camada epitelial (YU et al., 1997).

3. 3. Planta geneticamente modificada

Plantas geneticamente modificadas (PGM) que expressam genes com
atividade inseticida representam uma alternativa para o controle de insetos, além de
ser consistente com a filosofia do Manejo Integrado de Pragas (MIP), cujo objetivo é
utilizar todas as técnicas e métodos apropriados para manter a populagdo de
insetos-praga em nivel baixo, apresentando-se incapazes de causar dano
econdmico a cultura (TABASHNIK, 2010).

Essas culturas transgénicas sao utilizadas no manejo de insetos-praga em
todo o0 mundo desde que foram comercializadas em 1996 (JAMES, 2011), pois

destacam-se pela necessidade de menores aplicagdes de defensivos quimicos,
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reducdo dos custos de produgédo, seletividade e especificidade contra as pragas-
alvo, além da conservagao da biodiversidade e nenhuma ameaga ao meio ambiente
e saude humana em relagéo a agrotéxicos (JAMES, 2002).

Considerando os dados relativos a seguranga, aos riscos ambientais e a
eficiéncia no controle de insetos-praga, pode-se considerar que plantas que
expressam genes inseticidas de B. thuringiensis oferecem seguranga e controle
efetivo dos insetos (DE MAAGD et al., 1999).

Em 1987 surgiram as primeiras plantas transformadas com genes de B.
thuringiensis, conhecidas como plantas Bt. O primeiro relato consta a insercéo de
genes cry que codificam a sintese de proteinas inseticidas em plantas de tomate
(proteina Cry1Ab) e tabaco (proteina Cry1Ac) (FISCHHOFF, 1987). Desde entéo,
varios genes cry foram introduzidos em diversas plantas como: algodao, arroz,
milho, batata, canola e soja (JOUANIN et al.,, 1998; PARROTT et al., 1994;
STEWART et al., 1996; MACRAE et al., 2005; HOMRICH et al., 2008). Além dos
genes cry algumas plantas Bt, como milho e algod&o, expressam a proteina Vip, as
quais mostram-se eficientes no controle de alguns insetos-praga economicamente
importantes.

Neste contexto, € importante ressaltar que plantas que expressam uma unica
proteina de B. thuringiensis sao consideradas plantas de primeira geracdo. No
entanto, existem plantas que sdo modificadas geneticamente com dois ou mais
genes inseticidas e estas sao designadas plantas de segunda geracao. Desta forma,
quando os transgenes sao direcionados para o controle do mesmo inseto-alvo,
sendo cada um téxico por si s, o evento € denominado “piramidado” e quando os
dois transgenes sao independentes e ndo atua sobre 0 mesmo inseto-alvo, o evento
€ denominado “estaqueado”.

A segunda geracdo de plantas Bt utiliza a estratégia de piramide de genes
para o manejo da resisténcia a pragas, pois quando multiplos genes séo inseridos, e
nao ha resisténcia cruzada, a taxa de evolucdo da resisténcia € reduzida,
principalmente devido a baixa frequéncia inicial dos individuos resistentes a
multiplas toxinas (FERRE; VAN RIE, 2002).

A utilizagdo de plantas Bt tem ocorrido de forma crescente na agricultura

mundial (JAMES, 2010). Entretanto, no Brasil, somente em 2005, a Comiss&o
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Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) aprovou a liberagdo comercial da
primeira planta Bt para o controle de insetos, o Algodao Bollgard® (Monsanto) que
expressa a proteina Cry1Ac e em 2007, houve a liberagdo do primeiro evento de
milho denominado Milho Yielgard® (Monsanto) resistente a insetos, expressando a
proteina Cry1Ab de B. thuringiensis .

As PGM séao de importante estratégia no MIP, pois apresentam expresséo de
toxinas constitutivamente, controlando os insetos-alvo durante todos os estadios de
desenvolvimento fenolégico das culturas e, desta forma, ocorre substancial redugéo
no uso de inseticidas nas lavouras geneticamente modificadas, bem como
favorecimento das populagdes de inimigos naturais presentes nos agroecossistemas
(REED; FRANKHAM, 2001). Além do mais, os insetos-praga sdo controlados nas
fases mais criticas da cultura, independentemente de condi¢gbes climaticas, pois a
acao inseticida é confinada a planta e ndo ha o risco de deriva. Assim, apenas o0s
insetos-alvo suscetiveis que se alimentam diretamente das plantas transgénicas sao
afetados, sendo que as toxinas expressas nas plantas sdo biodegradaveis e nao se
acumulam no ambiente, ao contrario de muitos inseticidas sintéticos (ROMEIS;
MEISSLE; BIGLER, 2006). O uso de PGM na agricultura tem promovido
significativos beneficios ndo sé para os agricultores que as adotam, mas também
para toda a populagao.

Apesar de todas as vantagens que as PGM oferecem, existe uma
preocupagao atual com o uso generalizado de culturas B, pois relatos afirmam que
a pressao dos insetos-alvo expostos a toxinas inseticidas acelera a selecao de
organismos resistentes (ZHANG et al., 2013) e em alguns casos este cenario pode
ser evitado com a associacdo de areas de refugio. No entanto, a causa desta
resisténcia pode estar relacionada a perda de receptores do intestino médio ou a
sua capacidade de ligagdo as proteinas (TABASHNIK, 1994) que podem estar
relacionados com a constante exposicdo dos insetos-praga as toxinas de B.

thuringiensis expressas em plantas.
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2. 4. Resisténcia de insetos-praga a toxinas de B. thuringiensis

A evolugdo da resisténcia é o resultado da pressdao de selegao que,
consequentemente pode ocasionar em mudangas na composigao geneética das
populagdes aumentando a frequéncia relativa de alguns individuos “pré-adaptados”
(CROW, 1957). Nesse contexto, resisténcia € definida como o desenvolvimento de
uma habilidade herdada de um organismo em tolerar doses toxicas que seriam letais
para a maioria dos individuos de determinada espécie (CROFT; VAN DE BANN,
1988). No caso das plantas modificadas com genes de B. thuringiensis, uma
determinada espécie é resistente quando podem crescer e se desenvolver,
alimentando-se apenas destas plantas modificadas, sem sofrer danos, chegando ao
acasalamento e producao de descendentes viaveis (ANDOW, 2008).

Nos anos 80, iniciou-se o surgimento de populagdes de insetos altamente
resistentes aos inseticidas sintéticos, havendo também relatos de problemas
causados aos seres Vvivos e€ ao meio ambiente pelos produtos quimicos
(MONNERAT; BRAVO, 2000). A partir deste momento B. thuringiensis tornou-se o
microrganismo mais utilizado no ambito do controle bioldgico.

Em 1985, foi relatado o primeiro caso de evolugdo da resisténcia de insetos
para uma populacao de laboratério de Plodia interpunciella (Hubner), apresentando
uma razao de resisténcia de 100 vezes, apos ser criada por 15 geracdes em dieta
artificial contendo inseticida biolégico a base de B. thuringiensis (McGAUGHEY,
1985). Estudos bioquimicos indicaram que esta populagao resistente possuia uma
alteracao no sitio de ligagédo da proteina inseticida no intestino médio do inseto (VAN
RIE et al.,, 1990). Posteriormente, houve relatos de evolugdo de resisténcia a
inseticidas biolégicos de B. thuringiensis para populagbes de campo de Plutella
xylostella (Linnaeus) (TABASHNIK et al., 1997), sendo este o primeiro caso de
resisténcia de insetos a inseticidas biolégicos em campo (FERRE; VAN RIE, 2002).
A evolugdo da resisténcia de insetos a inseticidas biolégicos a base de B.
thuringiensis também foi reportada para Trichoplusia ni (Hubner) em estufas
comerciais de hortalicas no Canada (JANMAAT; MYERS, 2003).

A partir de 2007, varios casos de evolugcdo da resisténcia em campo com

insetos-alvo e plantas Bt foram descritos, como: Busseola fusca (Fuller) a proteina
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Cry1Ab expressa em milho na Africa do Sul (VAN RENSBURG, 2007); a evidéncia
de evolugao da resisténcia de Helicoverpa zea (Boddie) a proteina Cry1Ac expressa
em algodao nos EUA (TABASHNIK et al., 2008); Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
a proteina Cry1F expressa em milho em Porto Rico (STORER et al., 2010),
Pectinophora gossypiella (Saunders) a proteina Cry1Ac expressa em algodao na
india (DUHRUA; GUJAR, 2011) e Diabrotica virgifera virgifera Le Conte (Coleoptera:
Chrysomelidae) a proteina Cry3Bb1 expressa em milho nos EUA (GASSMANN et
al., 2011).

Uma estratégia eficiente para evitar a evolugdo de individuos resistentes a
determinadas toxinas inseticidas presentes em plantas transgénicas € a utilizagao de
areas de refugio. Estas areas possibilitam que o inseto nao fique exposto a pressao
de selegdo pela mesma proteina inseticida presente em plantagdes transgénicas,
podendo sobreviver as toxinas inseticidas e gerar descendentes. Desse modo, a
evolugdo da resisténcia pode ser retardada se: (i) os poucos insetos homozigotos
resistentes (RR) da cultura transgénica acasalarem com os insetos homozigotos
suscetiveis (SS) da area de refugio e (ii) se o heterozigoto (RS) resultante do
acasalamento vier a obito pela alta dose da proteina inseticida expressa na planta Bt
(BRAVO; SOBERON, 2008). Segundo Tabashnik (2010), o uso de plantas Bt com
multiplas toxinas poderia reduzir o tamanho das areas de refugio.

Estudos indicam, que para a maioria dos casos de evolugao da resisténcia, os
insetos apresentaram mutagdes em genes envolvidos em qualquer uma das etapas
referentes ao mecanismo de agéo das toxinas no intestino do inseto (HECKEL et al.,
2007). No entanto, alguns insetos selecionados em laboratorio e levados a
experimentagdo em campo ou casa de vegetacao, apresentaram alteragdo no sitio
de ligacdo das toxinas (FERRE; VAN RIE 2002; TABASHNIK et al., 2011).

Pesquisas realizadas com produtos sinérgicos tém auxiliado no
esclarecimento dos mecanismos de resisténcia e, em alguns casos, representam
ferramentas para combater esta problematica (LIU; TABASHNIK, 1997). Neste caso,
misturas de toxinas foram consideradas mais eficazes se utilizadas antes dessa
evolugdo, mesmo sob pressao de selegao continua (ZAHIRI; MULLA, 2003).

Alguns eventos de plantas piramidadas ja estdo no mercado, como por

exemplo, o Algoddo Widestrike® (Dow Agrosciences) obtido por melhoramento



13

classico entre eventos contendo o gene crylF e o gene cry1lAc, e o Milho
Bt11XMIR162XGA21 (Syngenta Seeds) que possui o gene cry1Ab, o gene vip3Aa20
e tolerancia a herbicida (CTNBio, 2013).

A principal vantagem da utilizacdo de plantas piramidadas € que a resisténcia
por uma toxina nado resulta na resisténcia cruzada para outra toxina (ALYOKHIN,
2011), e desta forma retarda a evolugéo da resisténcia pelos insetos-praga expostos

constantemente as plantas transgénicas.

2. 5. A cultura da soja

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma espécie de planta anual,
considerada uma das mais importantes na economia mundial, muito utilizada na
producdo de dleo vegetal, racbes para alimentagdo animal, industria quimica e de
alimentos além de apresentar-se como alternativa de biocombustivel (COSTA
NETO; ROSSI, 2000).

Esta cultura apresenta como centro de origem e domesticagéo o nordeste da
Asia (China) (CHUNG; SINGH, 2008), tendo sua disseminagdo do Oriente para o
Ocidente realizado por navegagdes. No Brasil, o primeiro relato sobre o surgimento
da soja através de seu cultivo data de 1882, no estado da Bahia (BLACK, 2000)
sendo em seguida levada por imigrantes japoneses para Sao Paulo. Somente em
1914 a soja foi introduzida no estado do Rio Grande do Sul (BONETTI, 1981).

Segundo relatos emitidos pela CONAB (2013), a produgédo de soja na safra
2013/2014 deve variar de 87,859 milhdes a 90,225 milhdes de toneladas,
representando aumento de 7,8% a 10,7% em relacéo ao periodo anterior € um novo
recorde na producdo nacional. Os dados fazem parte da segunda pesquisa de
intencdo de plantio da safra 2013/14. A Conab estima que a area na temporada
2013/2014 ficara entre 28,754 milhdes e 29,522 milhdes de hectares, "consolidando
uma tendéncia de aumento observado em todas as regides produtoras no Pais".

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de insetos desde a germinagao até a
colheita. Logo apés a germinacado, varios insetos como Sternchus subsignatus
Boheman (Coleoptera: Curculionidae) e Phyllophaga cuyabana (Moser) (Coleoptera:

Melolonthidae) danificam a cultura. As lagartas A. gemmatalis e C. includens além
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de outros desfolhadores, sdo responsaveis pela reducdo da area foliar fotossintética
podendo ocorrer durante todo o desenvolvimento da planta.

Como a maioria das espécies de plantas cultivadas que fazem parte do
sistema agricola, a soja possui uma baixa variabilidade genética dificultando a
realizacao do melhoramento através de técnicas de cruzamento classico. A fonte de
recursos geneticos representada por espécies afins é inaceitavel para a soja, devido
a incompatibilidade sexual dos cruzamentos interespecificos e intergenéticos (HU;
BODANESE-ZANETTINI, 1995). Desta forma, a manipulagdo genética in vitro
possibilita a introdugdo de genes de interesse na utilizagdo em programas de
melhoramento, através de técnicas moleculares de transferéncias de genes.

A implantacdo de programas de melhoramento de soja no Brasil possibilitou o
avango da cultura para as regides de baixas latitudes, através do desenvolvimento
de cultivares mais adaptadas por meio da incorporagdo de genes que atrasam o
florescimento mesmo em condicbes de fotoperiodo indutor, conferindo a
caracteristica de periodo juvenil longo (KIIHL; GARCIA, 1989).

A soja geneticamente modificada para tolerédncia ao glifosato - Roundup
Ready (RR) da Monsanto foi a primeira planta transgénica a ser aprovada pela
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) para cultivo no Brasil
favorecendo a alimentacdo humana e animal, no ano de 1998. Entretanto, o seu
cultivo comercial s6 foi liberado efetivamente a partir da safra 2006/07, apos
proibicdo ainda no ano de 1998 em virtude da alegagdo da inexisténcia de estudos
sobre impacto ambiental e de normas de seguranga alimentar, comercializacéo e
rotulagem de alimentos transgénicos, por parte de algumas organizagdes (de
FREITAS, 2011).

A cultura da soja transgénica Intacta Roundup Read ™

2 Pro, expressando a
proteina Cry1Ac e tolerancia ao glifosato, resultado de melhoramento classico dos
eventos MON 87701 x MON 89788, foi liberada em diversos paises no mundo e seu
cultivo comercial esta previsto para a safra de 2013/2014. O seu controle é efetivo
principalmente para as espécies A. gemmatalis e C. includens (BERNARDI et al,
2012).
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O crescimento da producdo e o aumento da capacidade competitiva da soja
sempre estiveram associados aos avangos cientificos e a disponibilizacdo de

tecnologias ao setor produtivo.

2. 6. Anticarsia gemmatalis (Huibner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae)

A. gemmatalis, conhecida como lagarta da soja, é considerada a principal
praga desfolhadora da soja. Mesmo em baixas densidades populacionais, esse
inseto causa danos que vao desde o desfolhamento até a destruicdo completa da
planta. Esse desfolhamento compromete o enchimento das vagens, com
consequente reducao na producao dos graos (MENDONCA et al., 2009).

Este inseto-praga encontra-se distribuido no continente americano desde os
Estados Unidos da América até a Argentina (GAZZONI et al., 1981, KOGAN;
TURNIPSEED, 1987) e no Brasil pode ser encontrado em todas as regides onde a
soja é cultivada (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000), apresentando-se como uma
praga-chave, responsavel pela utilizagdo de mais de 50% dos inseticidas quimicos
nesta cultura (MOSCARDI, 1999).

A importancia de A. gemmatalis é ressaltada principalmente na cultura da
soja, mas eventualmente esta espécie pode ocorrer em outras culturas, como:
amendoim, alfafa, girassol, algodao, arroz e trigo, principalmente se essas culturas
forem plantadas posteriormente ao cultivo da soja. Desta forma, com a eliminacao
da planta preferencial, os insetos passam a se alimentar de plantulas de outros
hospedeiros podendo também causar sérios danos a tais culturas (HINDS;
OSTERBERGER, 1931; SILVA et al., 1968; TARRAGO et al., 1977; EMBRAPA,
2000).

O potencial reprodutivo desta espécie € muito alto, tendo a fémea uma
capacidade de ovipositar até 1000 ovos (LEPPLA, 1976) isoladamente na parte
inferior das folhas, no caule, nos ramos e peciolos, mas com maior concentragao
nos trechos médio e inferior das plantas de soja (FERREIRA; PANIZZI, 1978),
apresentam coloragao verde clara assim que depositados, tornando-se acinzentados
com o passar dos dias e quando préoximos a eclosdo passam a coloracdo marrom
escuro (EMBRAPA, 2000).
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Nos dois primeiros instares, as lagartas medem aproximadamente 3 e 9 mm
respectivamente, e apresentam os dois primeiros pares de falsas pernas. Sua
locomogéao nestes instares iniciais € medindo palmos, o que pode levar a confusao
com a lagarta-falsa-medideira.

A fase larval tem duracédo de 12 a 15 dias que compreende 5 — 6 instares, e
nesta fase quando as lagartas sdo encontradas em alta infestacdo podem causar
danos de 100% de area foliar consumida. A lagarta apresenta coloragao esverdeada
(Figura 3A), contendo 5 estrias longitudinais brancas sobre o dorso (GALLO et al.,
2002). Em condigdes de altas populagdes, ou escassez de alimento, a lagarta torna-
se escura (Figura 3B), mantendo as estrias brancas.

Ao final da fase larval, esta cessa sua alimentagao passando a fase de pré-
pupa e esse periodo pode variar de um a dois dias. A fase de pupa (Figura 3 C)
apresenta duracdo de nove a dez dias e apds esse periodo ocorre a emergéncia das
mariposas (Figura 3D) (EMBRAPA 2000) que possuem coloragdo cinza, marrom ou
bege e na maioria das vezes apresenta uma linha transversal na parte superior das

asas.

Figura 3. (A) Lagarta de A. gemmatalis (imagem: www.fmcagricola.com.br);
(B) Lagarta de A. gemmatalis sob condigdes de altas populagbes (imagem:
www.dowagro.com), (C) Fase de pupa e (D) Mariposa de A. gemmatalis (imagem:

entomologiaufpel.wordpress.com).


https://www.fmcagricola.com.br/produtodetalhesfoto.aspx?codProd=67&codCult=221&codFoto=1177
http://www.dowagro.com/br/lorsban/pragas/lagartasoja.htm
http://www.google.com.br/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=wQPdsZ5V4YZiYM&tbnid=5kPLDUmFY1EGmM:&ved=0CAcQjB04UQ&url=http%3A%2F%2Fentomologiaufpel.wordpress.com%2Findex%2Fpragas%2Fpragas-da-soja%2F&ei=jnK0UrWTH4nOsASKo4HQAQ&psig=AFQjCNEk-8DMYFigrIMfEpyoTDjVFRCTmQ&ust=1387643918557104
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2. 7. Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae)

A lagarta C. includens, conhecida como lagarta-falsa-medideira, anualmente,
causa severos danos a cultura da soja no sul dos Estados Unidos (HAMADIAN;
PITRE 2002) e no Brasil podendo ser encontrada em todas as areas cultivadas com
soja. Tem-se observado que sua ocorréncia é simultanea a de A. gemmatalis e
também n&o tem sido raro encontra-las de forma isolada, principalmente durante os
primeiros estadios de desenvolvimento da cultura (MORAES; LOECK; BELARMINO,
1991).

Este inseto-praga possui habito polifago com capacidade de se desenvolver
em 73 plantas hospedeiras, pertencentes a 29 familias. Além da soja e algodéo, C.
includens foi encontrada em feijado, fumo, girassol, alface, tomate, couve-flor entre
outras culturas (HERZOG, 1980). No entanto, esta espécie possui preferéncia e
melhor adaptagdo a cultura da soja em relacdo a outras 17 culturas avaliadas
(KHALSA; KOGAN; LUCKMANN,1979). No Brasil, o algodoeiro geralmente é
semeado apos a soja e apresenta um ciclo vegetativo maior, determinando a
permanéncia de C. includens no campo € a dispersdo das mariposas da soja para o
algodao (SANTOS, 2011).

A capacidade reprodutiva € um fator importante para este inseto-praga, pois
ovipositam em média 700 ovos, os quais sdo depositados na face inferior das folhas
e nos dois tercos superiores do dossel das plantas (JOST; PITRE, 2002). Em soja e
algodoeiro, C. includens apresenta duracdo de periodo lagarta-adulto de
aproximadamente 26 dias, com 5-6 instares larvais (MITCHEL, 1967). Nos instares
iniciais apresentam habito de se alimentarem das folhas mais tenras do tergo inferior
das plantas de soja (KOGAN; COPE, 1974), tornando-se menos exigentes a medida
que se desenvolvem, quando passam a se alimentar das folhas mais fibrosas. Até o
terceiro instar as lagartas deixam intactas regides da epiderme das folhas,
entretanto, a partir do quarto instar, consomem grandes areas, mantendo integras as
nervuras principais, o que confere o aspecto rendilhado caracteristico as folhas
danificadas (HERZOG, 1980).

Os surtos populacionais deste inseto-praga tornaram-se mais frequentes e

abundantes desde a safra 2002/2003. Um aspecto preocupante em relacdo a essa



18

especie € sua elevada tolerancia a inseticidas quimicos, assim como seu historico
de desenvolvimento de resisténcia a esses produtos nos Estados Unidos
(MASCARENHAS; BOETHEL, 2000). Os primeiros casos de resisténcia de C.
includens a piretroides foram documentados por Leonard et al. (1990), apos 7 a 8
anos de utilizagdo destes produtos, na Louisiana (FELLAND et al., 1990; LEONARD
et al., 1990).

Estudos realizados com este inseto-praga relatam diferentes periodos durante
a transicéo lagarta-adulto (Figura 4), sendo estes relatados em: 26, 5 e 31,7 dias
quando alimentadas com folhas de soja e algodoeiro respectivamente e 13,7 dias
(alimentadas com folhas de soja) (MITCHEL 1967; REID; GREENE, 1973).

O inicio para transformagao em pré-pupa € visualizado por uma acentuada
mudanca de coloragdo, periodo que ocorrem alteragdes no sistema hormonal,
envolvendo: a parada alimentar, mudancga para coloragao verde amarelada, inicio da
construgdo do casulo, perda de mobilidade e transformacdo em pupa (VAZQUEZ,
1986).

oA | B SRS
Figura 4. (A) Lagarta de C. includens; (B) Fase de pupa e (C) Adulto de C.
includens. (imagens: bugguide.net)


http://www.google.com.br/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=Z_rEE0kzeoaRXM&tbnid=vYwdxI4ldEBbLM:&ved=0CAcQjB04DQ&url=http%3A%2F%2Fbugguide.net%2Fnode%2Fview%2F642997&ei=g3S0Uob_JbOjsQTq4YCAAQ&psig=AFQjCNEmLQIaLiRSSquK41uN90PMHMD9RA&ust=1387644419656286
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3. OBJETIVO

Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a suscetibilidade de A.
gemmatalis e C. includens a diferentes proteinas Cry1 e Vip3A de B. thuringiensis,
bem como a interacdo destas proteinas, buscando indicar alternativas para o

controle bioldgico destas espécies e manejo de resisténcia aos insetos.

Objetivos especificos

. Obter de proteinas expressas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca,
Cry1Ea, Vip3Aa, Vip3Ae e Vip3Af de B. thuringiensis recombinantes em clones de E.
coli;

o Avaliar a suscetibilidade de A. gemmatalis e C. includens as proteinas
Cry1 e Vip3A por meio de bioensaios e estimar a CLsy de cada proteina
isoladamente;

o Verificar a inibicdo do desenvolvimento das lagartas sobreviventes a
CLso de cada proteina;

. Estimar a CLso das interagdes de proteinas Vip3A+Cry1 e Cry1+Cry1 e
indicar as combinagbes efetivas no controle de cada espécie isoladamente e
simultaneamente.

o Conferir a ativacdo proteolitica por meio do suco entérico de A.

gemmatalis e C. includens as proteinas Cry1 e Vip3A;



20

4. MATERIAL E METODOS

4. 1. Obtencao dos clones de E. coli expressado proteinas Cry1 e Vip3A

de B. thuringiensis

Os clones de Escherichia coli XL-1 Blue, expressando uma unica proteina
Cry1 de B. thuringiensis, foram gentiimente fornecidos pelo Dr. Ruud de Maagd
(Plant Research International, Wageningen, Netherlands). Estes sdo portadores dos
genes cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Ca e cry1Ea, clonados nos respectivos vetores
de expressao: pPB08, pPBD140, pB03, pBD150, pBD160. Os clones de E. coli WK6
contendo os genes vip3Aa (Acesso AAC37036), vip3Ae (Acesso n°® CAI43277) e
vip3Af (Acesso n° CAI43275) de B. thuringiensis sao provenientes da empresa Bayer
Crop Science (Ghent, Belgium). Todos os vetores possuem genes de resisténcia ao
antibiotico ampicilina.

Para o estoque dos clones de E. coli XL1-Blue e WK®6, estes foram cultivados
em placa de Petri, contendo meio LB (Luria-Bertani) (2x) solido (2g de triptona, 1g
de extrato de levedura, 1g de NaCl, g.s.p 100 mL pH 7,2) com ampicilina (100 ug
mL'1) e incubados a 37°C por 12 h. Apds esse periodo, uma coldnia isolada foi
transferida para tubos tipo Falcon, contendo 3 mL de meio de cultura LB e ampicilina
(100 pg mL™), sendo submetida a incubacdo por 12 h a 37 °C sob agitacdo
horizontal a 200 rpm. Um volume de 500 pL da cultura foi adicionado a 500 pL de
glicerol 100% e estocado em freezer -80°C (solugao estoque).

Todos os experimentos descritos a seguir foram conduzidos no Laboratério de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP.

4. 2. Cultivo dos clones de E. coli XL-1 Blue e expressao das proteinas
Cry1

O cultivo dos clones de E. coli XL-1 Blue portadores dos genes cry? e a

expressao das proteinas de interesse foram realizadas como descrito por Herrero et
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al. (2004), onde uma aliquota de 12 pL de cada clone (em estoque) foi inoculada em
placa de Petri (90 x15 mm) contendo meio de cultura TB solido (“Terrific Broth”) (12
g de triptona; 24 g de extrato de levedura; 2,31 g de KH,PO4; 12,54 g de K;HPO,. 4
mL de glicerol; g.p.s. 1000 mL), glicose 2% (v/v) e ampicilina (100 ug mL™), e
incubada por 24 h a 30°C. Em seguida, preparou-se um pré-indculo em erlenmeyer
com capacidade para 250 mL, contendo 20 mL de meio TB, glicose 2% (v/v) e
ampicilina (100 ug mL'1), onde uma colbénia do material cultivado previamente em
meio TB sdlido foi transferida para cultivo a 37°C, por 12 h sob agitagao de 200 rpm.
Apos esse periodo 2,5 mL desse cultivo foi transferido para um erlenmeyer de
capacidade para 1 L contendo 250 mL de meio TB com ampicilina (100 pg mL'1) e
incubados durante 60 h a temperatura de 28°C sob agitagao constante de 200 rpm.

As células bacterianas cultivadas foram coletadas por centrifugacao
(Beckman®, Maryland, Estados Unidos) por 8 min a 5.930 Xg. Para o inicio da lise
celular foram adicionados 3 mL de tampéo de lise (50 mM Tris/HCI pH 8,0 contendo
5 mM EDTA e 100 mM NaCl) por grama de massa celular e submetido a vigorosa
agitacdo em aparelho tipo ‘vortex’. Adicionou-se 800 ug de lisozima por grama de
massa celular e as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 20 min
seguida da adicdo de 4 mg de desoxicolato de sédio por grama de massa celular,
incubando-se por 10 min a 37°C. Posteriormente, adicionou-se 200 pl de uma
solugdo de DNAse | (1 mg.mL™") por grama de massa celular seguida de incubagdo
por 30 min a 37°C sob agitacao.

Para o completo rompimento celular, as amostras foram submetidas a
sonicacgao por 20 s, com mesmo tempo de intervalo, por trés vezes consecutivas e,
em seguida, o material foi centrifugado a 39.200 Xg por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e iniciou-se o procedimento de limpeza celular com
tampao de lavagem (20 mM Tris/HCI pH7,5 contendo 1M NaCl e 1% Triton X 100),
onde adicionou-se 20 mL para 10g de massa celular, misturado por agitacdo em
aparelho do tipo ‘vortex’ e centrifugado a 39.200 Xg por 10 min a 4°C. Esse passo foi
realizado trés vezes. Uma solugdo de PBS (10 mM Nay;HPO4/KH,PO4; pH 7,4
contendo 0,8% (p/v) NaCl) também foi utilizada por trés vezes consecutivas para

finalizar o procedimento de lavagem, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente.
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A solubilizagdo da proteina foi realizada pela adicdo de 10 mL por grama de
massa celular com tampao de solubilizagdo (50 mM NaHCO3; pH 10,0 contendo 100
mM NaCl e 10 mM Ditiotreitol), sendo incubado por no minimo 2 h a 37°C a 200 rpm.
A proteina solubilizada foi recuperada por centrifugagao por 15 min a 39.200 Xg a

4°C e armazenada a -20°C.
4. 3. Cultivo dos clones de E. coli WK6 e expressao das proteinas Vip3A

Os clones de E. coli WK6 portadores dos genes vip3A foram cultivados e as
proteinas expressas segundo protocolo descrito por Chakroun et al. (2012). Estes
foram cultivados em placa de Petri (90 x15 mm), contendo meio LB (2x) sdlido e
ampicilina (100 pg mL™), sendo incubada a 37°C por 12 h. Uma coldnia isolada de
células foi transferida para um pré-cultura liquida em erlenmeyer com capacidade
para 125 mL contendo 20 mL de meio LB (2x) e ampicilina (100 pg mL™), sendo este
incubado a 37°C sob agitacdo de 250 rpm até o momento em que a densidade
optica (D.Osgs5) da cultura atingisse 1,2 de absorbancia (aproximadamente apds 5 h)
, medida em aparelho espectrofotometro (BECKMAN, modelo 17 DU-640B) . Em
seguida, uma aliquota de 2 mL desta pré-cultura foi transferida para um erlenmeyer
com capacidade para 1 L contendo 200 mL de meio LB (2x) e ampicilina (100 pg mL"
) sendo, posteriormente, incubada a 37°C sob agitagdo de 250 rpm até que a
D.0.595 atingisse 0,6 de absorbancia (aproximadamente apds 4 h), onde adicionou-
se 1 mM de IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) ao cultivo para indugéo da
expressao da proteina recombinante, sendo este incubado pelo periodo de 12 h sob
agitacao de 190 rpm.

Para confirmar que a inducédo da expressao foi devida a adigao de IPTG, um
cultivo foi realizado nas mesmas condi¢gdes, porém, na auséncia do IPTG, como
controle.

O cultivo celular contendo as proteinas induzidas e o cultivo sem indugao
foram submetidos a centrifugacédo a 17.400 Xg por 30 min, o sobrenadante de cada
cultivo foi descartado e as células foram ressuspendidas e lisadas com o auxilio de
tampao (20 mM de fosfato - pH 7,4 e 0,5 M NacCl,), 300 uL de lisozima (100 mg.mL"
'), 100 uL de DNasel (1 mg.mL™"), 10 uL de PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride)
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(0,1M) e incubadas por 30 min a 37 °C com agitacdo constante de 50 rpm. Em
seguida, as amostras foram submetidas a sonicagéo por 60 s com intervalo de 15 s
de pausa, sendo, posteriormente, centrifugadas a 17.400 Xg a 4°C por 30 min,
recuperando-se 0 sobrenadante contendo o lisado proteico. Este foi armazenado em

freezer a -20°C.

4. 4. Confirmacao da expressao e quantificacao das proteinas Cry1 e
Vip3A

A expressdo das proteinas Cry1 e Vip3A foram visualizadas em gel de
poliacrilamida na concentracédo de 12% contendo dodecil sulfato de soédio (SDS-
PAGE), segundo Laemmli (1970). Para preparagcdo do gel de poliacrilamida foram
necessarias duas etapas: primeiramente um gel de separagéo preparado a 12% e,
apo6s solidificagédo, preparou-se um gel de empilhamento a 5% de acrilamida. Os

reagentes utilizados nestas preparagdes encontram-se listados na Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes utilizados para a confecgao dos géis.

Gel de Gel de
Reagentes
Empilhamento (mL) Separagao (mL)
Tris-HCI (0,5 M pH 6,8) 0,5 -
Tris-HCI (2,25 M pH 8,8) - 0,8
Acrilamida - Bis (30:0,08%) 0,33 1,66
SDS (4 %) 0,125 0,115
TEMED
0,006 0,015
(tetramethylethylenediamine)
Persulfato de Amonio (10%) 0,02 0,065
H20 1,105 2,43

Uma aliquota contendo 20 pL do lisado proteico de cada clone e 10 uL de
tampao de amostra (62 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 5% B-

mercaptanol e 0,02% de azul de bromofenol) foi aquecida por 5 min a 99°C para
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desnaturacao das proteinas. Apds esse procedimento, uma aliquota de 15 yL desta
solugédo aquecida foi aplicada em gel de poliacrilamida utilizando-se como marcador
de tamanho de massa molecular a solucdo “Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder” (Fermentas, Vilnius, Lituania) segundo recomendagdes do
fabricante. A cuba vertical Bio-Rad, modelo Mini-protean® Il Cell (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, EUA) foi preenchida com tampao de eletrodo (0, 192 M
glicina, 0,025 M Tris e 0,1% SDS) e submetida a corrente constante de 60 mA, 200
V por 90 min. Apds a eletroforese, as bandas polipeptidicas foram detectadas por
meio da coloragao do gel com Coomassie-Birilliant Blue 0,02% (metanol 30%, acido
acético 10%, sulfato cuprico 0,1% e agua), durante 15 min, seguida de sucessivas
lavagens de solugéo descorante (metanol 10%, acido acético 10% e agua).

Para a quantificacdo das bandas referentes as proteinas em estudo, novos
geéis de policrilamida foram preparados contendo cinco diferentes concentra¢des de
Soro Albumina Bovina - BSA (0,88; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg mL™"), amplamente
utilizada como padrao para relagcdo de tamanho de massa molecular entre as
proteinas. As bandas proteicas foram quantificadas com o auxilio do “software
Bionumerics” (Applied Maths), onde previamente digitaliza-se o gel, alimentando-se
o “software” com valores correspondentes as concentragcdes determinadas para
cada aliquota de BSA presente no gel. Baseados nos valores de concentragdes do
BSA o “software” exibe uma curva de densitometria estimando a concentracédo de

cada amostra proteica em analise.

4. 5. Suscetibilidade de A. gemmatalis e C. includens as proteinas Cry1 e
Vip3A

A avaliagdo da suscetibilidade das espécies de lepidopteros-praga frente as
proteinas de B. thuringiensis foi realizada por meio de bioensaios. Ovos de A.
gemmatalis e C. includens provenientes da criagdo de insetos estabelecida no
Laboratério de Biologia de Insetos da ESALQ- Escola Superior de Agricultura "Luiz
de Queiroz" - USP, Piracicaba-SP, foram fornecidos gentilmente pelo Prof. Dr. José

Roberto Postali Parra.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&ved=0CE0QFjAH&url=http%3A%2F%2Fwww.esalq.usp.br%2F&ei=2jF5UsCNI-ir2gXKqYGYDw&usg=AFQjCNEaQQq3qcmvyoFAev41VOzRF8srNw&sig2=3b8l77IkOSb0CLVxXPDLKQ&bvm=bv.55980276,d.b2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&ved=0CE0QFjAH&url=http%3A%2F%2Fwww.esalq.usp.br%2F&ei=2jF5UsCNI-ir2gXKqYGYDw&usg=AFQjCNEaQQq3qcmvyoFAev41VOzRF8srNw&sig2=3b8l77IkOSb0CLVxXPDLKQ&bvm=bv.55980276,d.b2I
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Os bioensaios foram realizados em placas de poliestireno com 128 orificios
(“Cell Wells, Corning Glass Works”, Corning, New York) contendo dieta artificial
adaptada de Monnerat; Batista; de Medeiros, (2007) (Tabelas 2 e 3). As protoxinas
obtidas por meio da extracdo proteica dos clones de E. coli foram diluidas em oito
concentracbes para cada proteina e aplicou-se em cada orificio das placas de
bioensaio um volume constante de 50 pL da protoxina que corresponde a 25 L cm™

da area de superficie da dieta artificial.

Tabela 2. Componentes da dieta artificial oferecida para A. gemmatalis e C.

includens.
Reagentes Quantidade
Germe de Trigo 20g
Feijao tipo carioca 80 g (peso cru)
Acido ascorbico 129
Acido s6rbico 06g
Farelo de soja 1049
Levedo de cerveja 12,59
Caseina 759
Agar 6,59
Tetraciclina 0,19
Nipagin 1,15 ¢
Formaldeido 1,3 mL
Solucéo vitaminica (Tabela 3) 6 mL

Agua destilada (100°C) 350 mL
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Tabela 3. Componentes da solugao vitaminica

Reagentes Quantidades
Niacina 1 mg
Carbonato de Calcio 1mg
Tiamina 0,25 mg
Riboflavina 0,5 mg
Pirodoxina 0,25 mg
Acido Folico 0,25 mg
Biotina 0,02 mg
Inositol 10 mg
Agua (g.s.p.) 10 mL

ApoOs completa absorgdo do lisado proteico na dieta artificial, uma lagarta
neonata foi acondicionada em cada orificio, sendo utilizadas 16 lagartas de cada
espécie para cada concentracdo testada. Este procedimento foi realizado em
triplicata, totalizando 48 lagartas de cada espécie avaliadas para cada concentragao.
Os tratamentos foram vedados com plasticos atéxicos, contendo microfuros para
permitir a troca de oxigénio, em cada orificio da placa de poliestireno.

Alguns tratamentos foram utilizados para controle do experimento, sendo
estes adicionados de: agua destilada, tampé&o de solubilizagdo utilizado para lisados
contendo proteinas Cry1, tampédo de suspensado utilizado para lisados contendo
proteinas Vip3A e lisados bacterianos provenientes de células de E. coli XL1-Blue e
WKG6 néo portadoras do vetor de expressao contendo genes de B. thuringiensis.

As placas de bioensaios foram acondicionadas em sala climatizada
apresentando 25°C + 2°C, umidade relativa de 70 + 10%, e fotoperiodo de 14:10 h
(luz:escuro). Apds sete dias de exposi¢cao das lagartas aos tratamentos, os dados
foram coletados e avaliados quanto a concentragdo letal responsavel pela
mortalidade de 50% da populacédo (CLsp), sendo estas estimativas realizadas pela
anadlise de PROBIT, utilizando-se do programa POLO-Plus (LeOra Software,

Berkeley, CA, U.S.A). O coeficiente angular (Slope), o qui-quadrado e os intervalos
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de confianga foram determinados a partir dos dados de mortalidade obtidos nos

bioensaios, com nivel de significancia de p <0,05.
4. 6. Inibicao do desenvolvimento das lagartas

Para avaliagcdo do desenvolvimento das lagartas de A. gemmatalis e C.
includens alimentadas com dieta artificial (Tabelas 4 e 5) contendo as diferentes
protoxinas de B. thuringiensis testadas, utilizou-se a mesma metodologia descrita
anteriormente. No entanto, as lagartas foram alimentadas com dieta artificial
contendo a protoxina na concentracao responsavel pela mortalidade de 50% da
populacao (CLsp), assim, apos sete dias de exposicdo aos tratamentos, o peso das
lagartas sobreviventes as doses oferecidas foi mensurado com auxilio de uma
balanca analitica.

O peso das lagartas alimentadas com dieta artificial contendo agua ao invés
de protoxinas também foi mensurado e utilizado como controle para avaliar a
ocorréncia da inibicdo do desenvolvimento larval das espécies alimentadas com
dieta e protoxinas.

Desta forma, o peso total das lagartas sobreviventes para cada tratamento foi
dividido pelo numero de individuos vivos mensurados, obtendo-se a média de peso
referente as lagartas alimentadas com a CLsy de uma protoxina especifica. Apds
obtencao das médias de peso de cada tratamento, estas foram aplicadas na féormula
descrita por Huang, Rogers Leonard e Gable, (2006) calculando a % de inibigdo do

desenvolvimento das lagartas (% ID), onde:
MPC — MPT
g ) 100
Neste caso, MPC representa a média do peso das lagartas controle e MPT

%m:(

representa a média do peso das lagartas referente aos diferentes tratamentos com

as protoxinas de B. thuringiensis.
4. 7. Interagao das proteinas no controle de A. gemmatalis e C. includens

A avaliagao das interacdes referentes as proteinas Vip3A e Cry1 foram

determinadas apos a estimativa da CLsy estabelecidas para cada uma isoladamente.
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Os bioensaios realizados a fim de desvendar combinagdes de proteinas eficientes
no controle das espécies em estudo foram elaborados como ja descrito
anteriormente. No entanto, as diferentes concentragdes utilizadas para este ensaio
foram calculadas partindo-se das CLs obtidas.

Os dados de mortalidade obtidos com as diferentes concentragdes testadas
foram avaliados para estimar a CLsg observada para a combinagao de proteinas,
utilizando-se da analise de PROBIT, por meio do programa POLO-Plus.

A metodologia proposta por Tabashnik (1992) foi utilizada para avaliar os
resultados obtidos com os ensaios de interacdes proteicas, assim, estimou-se a CLsg
esperada para a mistura de proteinas.

Inicialmente foi determinada a proporcao relativa entre as ClLsy de cada
proteina utilizada na combinagdo. A mortalidade esperada, na auséncia de
interacoes, foi estimada assumindo a hipotese de uma agado semelhante simples,
utilizando a férmula proposta por Tabashnik (1992), que deriva da equagao 11.8 de
Finney (1971), onde:

-1
pa pb
CL = +
som) [CLSO(a) CLSO(b)]

CLsom) corresponde a CLsg esperada da mistura de proteinas, CLso@) € Clsop)
sao as respectivas concentragdes letais individuais referentes as proteina, p indica a
proporcao de a (pa) € b (pp) na mistura.

Depois de estimada a CLsom) calculou-se a razéo entre a CLso esperada sobre
a CLsg observada (CLesp)/CL(obs)), para desta forma, determinar qual a interagéo
presente na combinacao de protoxinas. A razao entre as CLsg indica quando o fator
de sinergismo (FS) estd presente em uma interagdo sinérgica referente as
protoxinas em combinacdo. Ou seja, um valor de FS > 1 indica a ocorréncia de
sinergismo entre as protoxinas, FS < 1 indica uma interagdo antagbnica e FS = 1
indica toxicidade aditiva (Wu et al. 1994).

4. 8. Acao das enzimas digestivas de A. gemmatalis e C. includens na
ativacao das protoxinas Cry1 e Vip3A in vitro.
Lagartas de 5° instar de A. gemmatalis e C. includens foram acondicionadas

em gelo para imobilizagdo e apoés 10 min, com auxilio de uma pinga, a lagarta foi
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posicionada para retirada da extremidade anal do corpo com uma tesoura de ponta
fina. O intestino da lagarta foi retirado utilizando-se de uma pinga, sendo,
posteriormente, lavado superficialmente com tampao MET gelado (300 mM Manitol,
5 mM EGTA, 20 mM Tris). Acondicionou-se 10 intestinos em cada tubo de
centrifuga com capacidade para 1,5 mL, sendo estes submetidos a centrifugagao
por 10 min a 6000 Xg. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido
cuidadosamente para outro tubo de centrifuga, imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para a preservagao da atividade enzimatica
presente no suco entérico de cada espécie.

Para o ensaio de protedlise com o suco entérico, realizou-se um teste prévio
para se determinar a quantidade de suco necessario para proporcionar a
visualizacdo da clivagem da proteina de forma gradual (cinética de clivagem).
Realizou-se, inicialmente, uma diluigdo do suco entérico na proporgao de 1:10 com
solucao Tris HCI 20 mM pH 8,6. Todas as proteinas utilizadas neste estudo estavam
na concentracdo de 1 mg mL™", sendo empregadas na proporcdo de 2:1 (120 pL de
protoxina e 60 uL de suco intestinal diluido 1:10) quando incubadas com o suco
entérico. Durante a clivagem, as amostras foram incubadas a 30°C em leve e
constante agitacdo. Aliquotas de 20 pL foram coletadas em diferentes intervalos de
tempo (30 s, 90 s, 3 min, 6 min, 12 min, 20 min e 30 min) e transferidas para novos
tubos devidamente identificados, contendo 10 uL de tampao de amostra (62 mM
Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% Glicerol; 5% p-mercaptanol e 0,02% de Azul de
bromofenol). Estas foram submetidas a aquecimento por 10 min a 99°C, sendo,
posteriormente, resfriadas em gelo por 5 min e armazenadas a -80°C.

Para visualizacdo da protedlise, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), usando o marcador de massa molecular
“Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder’ (Fermentas, Vilnius, Lituania)

segundo recomendagdes do fabricante.
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5. RESULTADOS

5. 1. Expressao das proteinas Cry1 e Vip3A recombinantes em E. coli

A metodologia aplicada para expressao de proteinas de B. thuringiensis
recombinantes em E. coli possibilitou a obtencdo de diferentes proteinas Cry1 e
Vip3A, permitindo, assim, a analise especifica do potencial inseticida de cada uma
delas, bem como de suas interagdes, no controle de A. gemmatalis e C. includens.

Desta forma, a expressao proteica foi visualizada por meio da técnica de
SDS-PAGE (Figura 5), que permitiu a confirmagdo da presenga de uma banda
proteica com tamanho molecular de, aproximadamente, 135 kDa, correspondente as
proteinas da familia Cry1 e uma banda de, aproximadamente, 88 kDa, referente as

proteinas Vip3A.

MM ) 32| B Fro Foe ¥ 8 9
135 kDa

95 kDa,
72 kDa,

Figura 5. Gel de SDS-PAGE (12%) evidenciando a expressdo das proteinas
Cry1 e Vip3A (indicada por setas). MM: Marcador de massa molecular “Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas); Canaletas: 2. Cry1Aa; 3.

Cry1Ab; 4. Cry1Ac; 5. Cry1Ca; 6. Cry1Ea; 7. Vip3Aa; 8. Vip3Ae; 9. Vip3Af.
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Apos confirmacéo da expressao proteica, as bandas referentes as proteinas
em estudo foram quantificadas em mg.mL™ por meio de densitometria com auxilio
do “software BioNumerics”, utilizando-se de concentracbes conhecidas de BSA
(Soro Albumina Bovina) como padrao de comparagao (Figura 6).

1 2 3 4 B 6 7 8 MM
R Q5 kDa
! -l 72 kDa
—
=
PO —
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Figura 6. Gel representativo de SDS-PAGE (12%) evidenciando a expressao
de proteinas de B. thuringiensis juntamente com diferentes concentracbes de BSA.
Canaletas: 1. 0,88 mg.mL™" de BSA; 2. 0,44 mg.mL™" de BSA; 3. 0,22 mg.mL" de
BSA; 5. 0,11 mg.mL" de BSA; 6. 0,05 mg.mL" de BSA; 7. Vip3Aa; 8. Vip3Ae; 9.
Vip3Af e MM: Marcador de massa molecular “Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder” (Fermentas).

5. 2. Suscetibilidade de A. gemmatalis e C. includens as proteinas Cry1 e
Vip3A

A toxicidade das proteinas Cry1 e Vip3A de B. thuringiensis recombinantes
em E. coli foi avaliada contra lagartas neonatas de A. gemmatalis e C. includens
apods a expressao e quantificacdo das mesmas.
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Os resultados obtidos para A. gemmatalis (Tabela 4) indicaram a proteina
Cry1Ac como a mais efetiva na mortalidade desta espécie, seguida da proteina
Cry1Aa que se apresentou, aproximadamente, duas vezes menos toxica que a
primeira.

As proteinas Vip3A demonstraram semelhanga entre si na toxicidade a
lagarta da soja, pois, o intervalo de confiangca de Vip3Aa, Vip3Ae e Vip3Af
encontram-se sobrepostos, nao diferindo estatisticamente. O mesmo pode ser
observado para Cry1Ab e Cry1Ca que compartiham do mesmo intervalo de
confianga, porém apresentaram-se menos toxica que as proteinas Vip3A.

No entanto, as proteinas com menor efetividade na mortalidade de A.
gemmatalis foram Cry1Ab e Cry1Ea com, aproximadamente, setenta vezes valor de

CLso superior ao obtido para as proteinas Cry1Ac.

Tabela 4. Suscetibilidade de lagartas neonatas de A. gemmatalis as proteinas

Cry1 e Vip3A de B. thuringiensis.

Proteina b + EP° CLso (IC min — max)°
Cry1Aa 45+0,7 18(1,5-2.2)
Cry1Ab 1,5+£04 40 (25-107)
Cry1Ac 16+0,3 0,75 (0,4 —1,2)
Cry1Ca 2103 23.4 (16 — 32,4)
Cry1Ea 22403 52,2 (40 — 68,6)
Vip3Aa 11402 5.4 (3,1-97)
Vip3Ae 1,0 402 5,0 (2,7 — 10)
Vip3Af 27405 3.6 (2,6 — 5,3)

@ Os valores representam a média de trés réplicas com 16 lagartas cada (n=48).
b Coeficiente angular da reta + Erro Padréo.

° Os valores sdo expressos em ng.cm™ com 95% de intervalo de confianga (IC).

A avaliagcéo da toxicidade obtida para C. includens (Tabela 5) demonstra que
Vip3Af foi a mais toxica para o controle desta espécie. Posteriormente, destacam-se
as proteinas Cry1Ac, Cry1Ca e Cry1Ea, porém, por apresentarem intervalos de

confianga sobrepostos, sdo consideradas igualmente efetivas estatisticamente.
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Embora Cry1Ea apresente-se semelhante a estas proteinas, também possui valores

semelhantes a Cry1Aa. No entanto, a proteina Cry1Aa partilha dos mesmos valores

de intervalos de confianga referentes a CLsy de Cry1Ab e Vip3Aa. Dentre todas as

proteinas testadas para C. includens, a menor toxicidade foi observada para Vip3Ae,

com aproximadamente sessenta vezes valor superior a CLsy observada para Vip3Af.

Tabela 5. Susceptibilidade de lagartas neonatas de C. includens as proteinas

Cry1 e Vip3A de B. thuringiensis.

Proteina b + EPP CLso (IC min — max)°
Cry1Aa 3,0+0,5 27 (21 — 33,5)
Cry1Ab 3,905 35 (27,5 — 43,7)
Cry1Ac 4,7 £1,1 13,3 (10 — 17)
Cry1Ca 1,6 £0,3 7.7 (4 -13)
Cry1Ea 3,0£0,5 17,7 (13 — 23)
Vip3Aa 28+0,5 35,5 (27,5 — 45,5)
Vip3Ae 22+0,3 80,8 (61— 110,7)
Vip3Af 1,2+0,3 1,4 (0,64 — 2,5)

 Os valores representam a média de trés réplicas com 16 lagartas cada (n=48).

b Coeficiente angular da reta + Erro Padr&o.

° Os valores s&o expressos em ng.cm com 95% de intervalo de confianca.

Apos estimar a CLsgp de cada proteina, foi possivel gerar um grafico de

comparagao do padréo geral da eficiéncia inseticida frente a A. gemmatalis e C.

includens (Figura 7) e, desta forma, poder relacionar, dentre estas proteinas, as que

melhor controlam as espécies estudadas.
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Figura 7. Eficiéncia inseticida a CLsy das protoxinas avaliadas para A.

gemmatalis e C. includens.

A comparagao do padrao geral de toxicidade das proteinas de B. thuringiensis
em estudo sugere que ha diferenca significativa na toxicidade das proteinas
avaliadas para cada espécie, onde Cry1Aa, Cry1Ac, Vip3Aa e Vip3Ae sdo mais
eficiente no controle de A. gemmatalis do que para C. includens, enquanto que, para
esta ultima, as proteinas Cry1Ab, Cry1Ca, Cry1Ea e Vip3Af apresentaram-se mais
efetivas.

Nota-se significativa diferenga entre as CLsy obtida para cada proteina em
cada espécie, com excecao de Vip3Af, que se mostrou extremamente eficiente tanto
para o controle de A. gemmatalis como para C. includens, mesmo apresentando
maior toxicidade para a ultima, seguida da proteina Cry1Ac que foi também eficiente
para ambas as espécies, apresentando-se mais eficiente para A. gemmatalis.

Os resultados obtidos com a inibicdo do desenvolvimento larval (Figura 8)
indicou que as proteinas Vip3Aa, Vip3Ae e Cry1Ca provocaram a inibicao do
desenvolvimento de aproximadamente 95% das lagartas sobreviventes de A.

gemmatalis e o mesmo para Cry1Aa em C. includens.
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Figura 8. Porcentagem da inibicdo do desenvolvimento larval (%ID) de A.
gemmatalis e C. includens frente as CLs, obtidas com as proteinas de B.

thuringiensis.

Todas as proteinas afetaram o desenvolvimento da maioria das lagartas
sobreviventes em estudo, no entanto, a proteina Cry1Ab foi a que menos inibiu o
desenvolvimento de A. gemmatalis e C. includens com apenas 40% e 65 %,
respectivamente. A proteina Cry1Ea também apresentou 65% de inibicdo do

desenvolvimento das lagartas de C. includens.

5. 3. Interagao das proteinas no controle de A. gemmatalis e C. includens

Os resultados indicaram quais combinacbes apresentaram fator de
sinergismo com melhor eficiéncia no controle das espécies de pragas-alvo. Desta
forma, para o controle de A. gemmatalis pode-se verificar que, para trés
combinag¢des de proteinas Vip3A e Cry1, houve a ocorréncia de sinergismo, séo
elas: Vip3Aa+Cry1Ab (FS=5,8), Vip3Aa+Cry1lEa (FS=1,1) e Vip3Ae+Cry1Ab
(FS=1,4) (Tabela 6). A combinacdo Vip3Aa+Cry1Ab apresentou um fator de
sinergismo aproximadamente cinco vezes mais eficiente que Vip3Aa+Cry1Ea e
Vip3Ae+Cry1Ab, as quais também demonstraram atuar em sinergismo no controle

da espécie.



36

Tabela 6. Avaliacdo de sinergismo, ao nivel de CLsy, de combinagdes de

proteinas Vip3A e Cry1 para A. gemmatalis.

Combinagées CLso (ng.cm?)

de Proteinas Proporgées ® b+ EP® Observada (ICgs) Esperada® FS*®

Vip3Aa+Cry1Aa 3:1 24+06 26(18,2-37,7) 3,6 0,1
Vip3Aa+Cry1Ac 7:1 1,804 39 (27 - 66,4) 3,04 0,08
Vip3Aa+Cry1Ab 1:7 1,2+03  3,8(1,7-63) 22,2 5,8
Vip3Aa+Cry1Ca 1:4 1,4+0,3 20 (10 - 37) 14,04 0,7
Vip3Aa+CrylEa  1:10  2,6+06 26,5 (17,1 —36,2) 29,2 1,1
Vip3Ae+Cry1Aa 3:1 26+05  31,3(24-44) 3,5 0,1
Vip3Ae+Cry1Ac 7:1 1,3+0,3 18,4 (11-39,2) 2,9 0,1
Vip3Ae+Cry1Ab 1:8 20+0,3 1509 (11-22,38) 225 1,4
Vip3Ae+Cry1Ca 1:5 1,7+04 68,3 (45— 146,2) 14,5 0,2
Vip3Ae+CrylEa  1:10  2,7+06 35 (25 — 48) 28,1 0,8
Vip3Af+Cry1Aa 1 1,2+03  25(13-78,4) 2,7 0,1
Vip3Af+Cry1Ac 5:1 1,00,1 17 (9 — 30,3) 2,2 0,1
Vip3Af+Cry1Ab 1:11 1,8+04 51,9 (34,5— 105,8) 21,7 0,4
Vip3Af+Cry1Ca 1:7 1,403 273,6 (172 —509,3) 13,8 0,05
Vip3Af+Cry1Ea 1:15  2,8+05 35 (27 — 46) 28,3 0,8

@ As proporcdes de proteinas foram determinadas de acordo com a Tabela 3 (CLsxo),
b Coeficiente angular da reta + Erro Padrao,

“Mortalidade esperada,

9 FS = Fator de sinergismo calculado como a razdo entre a CL esperada sobre
observada, onde valores > 1 indicam sinergismo entre as proteinas, valores < 1
indicam antagonismo entre as proteinas e valores = 1 indicam a ocorréncia de

toxicidade aditiva.

As demais combinagdes avaliadas para A. gemmatalis apresentaram valores
inferior ao requerido para determinar fator de sinergismo positivo (FS > 1), de acordo
com o proposto por Wu et al. (1994), dentre estas, observa-se a ocorréncia de forte
antagonismo nas combinag¢des Vip3Aa+Cry1Ac (FS=0,08) e Vip3Af+Cry1Ca (FS-

=0,05) apresentando um fator de doze vezes e vinte vezes, respectivamente, inferior
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ao minimo esperado para indicar a presenga de sinergismo entre as proteinas. Este
resultado sugere que estas combinagdes ndo deveriam existir em plantas
geneticamente modificadas por se apresentarem antagénicas quanto ao controle da
referida espécie.

A interacdo somente de proteinas Cry1, avaliadas para A. gemmatalis
demonstrou a presenga de sinergismo para trés combinagdes, sdo elas:
Cry1Aa+Cry1Ea (FS=1,4), Cry1Ab+Cry1Ac (FS=1,2) e Cry1Ab+Cry1Ca (FS=1,2)
(Tabela 7). Estas nao diferiram entre si, apresentando fator de sinergismo
semelhante. Este resultado sugere que estas combinagcdes possuem a mesma
magnitude de controle para A. gemmatalis, e podem ser utilizadas como alternativa
para retardar possivel resisténcia do inseto as toxinas Cry1. As combinacdes que

nao apresentaram FS > 1 foram consideradas antagbnicas para o controle desta

especie.

Tabela 7. Avaliacao de sinergismo, ao nivel de CLsy, de combinacbes de

proteinas Cry1 para A. gemmatalis.

Combinagoes

CLso (ng.cm™)

de Proteinas Proporgées® b*EP® Observada (ICes) Esperada® FS®
Cry1Aa+Cry1Ab 1:22 2,6 +£0,5 46,4 (33,9-72,5) 20,8 0,4
CrylAa+CrylAc  2:1 37+0,7  85(66—112) 1,2 0,1
Cry1Aa+Cry1Ca 1:13 3,1+0,6 88,9 (70,8 -111,3) 12,6 0,1
Cry1Aa+Cry1Ea 1:29 1,3+0,3 18,7 (8,5-32,1) 27 1,4
Cry1Ab+Cry1Ac 53:1 2,0£0,5 16,15 (9,3 — 22,6) 20,3 1,2
Cry1Ab+Cry1Ca 2:1 1,9+0,3 26,6 (18,6 — 39,1) 32,35 1,2
CrylAb+CrylEa  1:1 28+06 92 (68,5—1328) 453 0,5
Cry1Ac+Cry1Ca 1:31 1,6 £0,3 439,3 (292,7 — 740) 12,0 0,2
Cry1Ac+Cry1Ea 1:70 1,320,3 55,4 (34,7 — 87,3) 26,5 0,5
Cry1Ca+Cry1Ea 1:2 1,5+0,3 67,8 (44,1-111,1) 37 0,5

@ As proporgoes de proteinas foram determinadas de acordo com a Tabela 3 (CLs),

® Coeficiente angular da reta + Erro Padréo,

“Mortalidade esperada,

9 FS = Fator de sinergismo calculado como a razao entre a CL esperada sobre
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observada, onde valores > 1 indicam sinergismo entre as proteinas, valores < 1
indicam antagonismo entre as proteinas e valores = 1 indicam a ocorréncia de

toxicidade aditiva.

Em C. includens, a analise de interagcao das proteinas Vip3A e Cry1 indicaram
trés combinagdes que atuaram em sinergismo (Tabela 8). Dentre estas, destaca-se
Vip3Aa+Cry1Ea (FS=4,1) quatro vezes mais eficiente que o valor minimo descrito
por Wu et al. (1994) para relatar a presenca de sinergismo, apresentando também
sinergismo mais forte que as outras combinagbes sinérgicas: Vip3Ae+Cry1Aa
(FS=2,8) e Vip3Ae+Cry1Ea (FS=2,5) e Vip3Af+Cry1Ac (FS=1,05).

Tabela 8. Avaliagcao de sinergismo, ao nivel de CLsp, de combinacgdes de pro-

toxinas Vip3A e Cry1 para C. includens.

Combinacées CLso (ng.cm™)

de Proteinas  Proporcées® b*EPP®  Observada (ICos) Esperada® FS®¢

Vip3Aa+Cry1Aa 1:1 1720,3 33 (20,1 — 50) 30,6 0,9
Vip3Aa+Cry1Ac 3:1 21+03  53(353—76,4) 25 0,5
Vip3Aa+Cry1Ab 1:1 1,320,2 72,75 (41— 113) 32,5 0,5
Vip3Aa+Cry1Ca 5:1 35+06 723 (554 —94,1) 22,1 0,3
Vip3Aa+Cry1Ea 2:1 1,6 £0,2 6,5 (4 —9,6) 26,5 4,1

Vip3Ae+Cry1Aa 3:1 1,603 18,9 (12,4 —29.7) 53,9 2,8
Vip3Ae+Cry1Ac 6:1 25+06 80,2 (57,5—119,2) 46,8 0,6
Vip3Ae+Cry1Ab 2:1 1,3+0,2 146 (91,5 — 244,5) 56,2 0,4
Vip3Ae+Cry1Ca 10 : 1 3,9+0,7 62 (51— 74) 43,3 0,7
Vip3Ae+Cry1Ea 5:1 1,7£0,3 20,3 (14 — 30) 50,62 2,5
Vip3Af+Cry1Aa 1:19 26+0,5 21,3(153—-29,1) 14,1 0,6
Vip3Af+Cry1Ac 1:10 1,3+0,2 7.1 (3,7 -12) 7,5 1,05
Vip3Af+Cry1Ab 1:25 1,3+0,2  303,8 (187 — 545) 18,2 0,06
Vip3Af+Cry1Ca 1:6 1,410,2 30,8 (19 — 50) 4,7 0,1

Vip3Af+Cry1Ea 1:13 22+05 156 (11— 24,4) 9,6 0,6

@ As proporgoes de proteinas foram determinadas de acordo com a Tabela 4 (CLs),

b Coeficiente angular da reta + Erro Padréo,
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“Mortalidade esperada,

9 FS = Fator de sinergismo calculado como a razdo entre a CL esperada sobre
observada, onde valores > 1 indicam a sinergismo entre as proteinas, valores < 1
indicam antagonismo entre as proteinas e valores = 1 indicam a ocorréncia de

toxicidade aditiva.

Os resultados obtidos para combinagées com as proteinas Cryl em C.
includens (Tabela 9) demonstraram a ocorréncia de sinergismo para
Cry1Aa+Cry1Ea (FS=1,5) e Cry1Ab+Cry1Ac (FS=1,2). A combinagao
Cry1Aa+Cry1Ac (FS=1,0) apresentou toxicidade aditiva para o controle desta

especie, assim, cada componente da mistura de proteinas atua de maneira

semelhante a agao isolada no controle da espécie.

As demais combinagbes avaliadas atuaram de forma antagbnica para o

controle de C. includens (FS<1,0)

Tabela 9. Avaliacao de sinergismo, ao nivel de CLsy, de combinacbes de

proteinas Cry1 para C. includens.

Combinagoes

CLso (ng.cm™)

de Proteinas  Proporgbes® b*EP® Observada (ICss) Esperada® FS*¢
Cry1Aa+Cry1Ab 1.1 19%03 375 (257 — 54) 305 0.8
Cry1Aa+Cry1Ac 2:1 2907 20 (15-29,5) 20,0 1,0
Cry1Aa+Cry1Ca 4:1 20+04  23(15-326) 18,0 0,8
Cry1Aa+Cry1Ea 1:1 1,5%0,3 14,2 (8,6 — 24,6) 21,4 1,5
Cry1Ab+Cry1Ac 3:1 29%0,7 19,8 (15 — 29,5) 24.8 1,2
Cry1Ab+Cry1Ca 5:1 1,1+0,2 74,8 (42,8 -127,6) 22,0 0,3
Cry1Ab+Cry1Ea 2:1 1,7+0,2 54,3 (36,8 -80,8) 26,4 0,5
Cry1Ac+Cry1Ca 2:1 1,8+0,3 46,5 (32,5 - 67) 10,7 0,2
Cry1Ac+Cry1Ea 1:1 28105 34,3(26,6-44,2) 15,2 0,4
Cry1Ac+Cry1Ea 1:1 28+05 343 (266—442) 15,2 0,4
Cry1Ca+Cry1Ea 1:2 22+0,4 21 (14,4 —29,5) 12,3 0,6

@ As proporgdes de proteinas foram determinadas de acordo com a Tabela 4 (CLso),

b Coeficiente angular da reta + Erro Padréo,
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“Mortalidade esperada,

9 FS = Fator de sinergismo calculado como a razdo entre a CL esperada sobre
observada, onde valores > 1 indicam sinergismo entre as proteinas, valores < 1
indicam antagonismo entre as proteinas e valores igual a 1 indicam a ocorréncia de

toxicidade aditiva

5. 4. Acdo das enzimas digestivas de A. gemmatalis e C. includens na

ativacao das protoxinas Cry1 e Vip3A in vitro.

As protoxinas Cry1 foram completamente clivadas por proteases do intestino
de A. gemmatalis e C. includens em apenas 30 min, apresentando-se na forma ativa

da proteina que corresponde a, aproximadamente, 70 kDa (Figura 9).
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Figura 9. Gel de SDS-PAGE (12%) representando a ativagéo proteolitica das
proteinas Cry1 para A. gemmatalis e C. includens. MM: Marcador de massa
molecular “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas). A
canaleta designada Cry1 indica a proteina incubada sem o suco entérico, as demais
canaletas representam os diferentes tempos de incubagao da proteina com o suco

entérico.
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O mesmo resultado foi observado para as proteinas Vip3A com o suco
entérico de cada espécie em estudo, apresentando-se na forma ativa com,

aproximadamente, 60 kDa (Figura 10).

MM  Vip3A 30s 90s 3min 6min 12min 20 min 30 min
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Figura 10. Gel de SDS-PAGE (12%) representando a ativagédo proteolitica
das proteinas Vip3A para A. gemmatalis e C. includens. MM: Marcador de massa
molecular “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas). A
canaleta designada Vip3A indica a proteina incubada sem o suco entérico, as
demais canaletas representam os diferentes tempos de incubag¢ao da proteina com

0 suco entérico.

Os resultados obtidos nesta avaliacdo demonstram a eficacia de cada
espécie em clivar as proteinas inseticidas de B. thuringiensis, quando estas séo

ingeridas pelos insetos na sua forma inativa (protoxina).
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6. DISCUSSAO

O sistema de expressdao empregado para a obtencdo de proteinas
recombinantes de B. thuringiensis em clones de E. coli foi eficiente e permitiu a
utilizagcdo de cinco proteinas da familia Cry1 e trés da familia Vip3A em analises
isoladas de toxicidade para as espécies de lepiddpteros-praga da cultura da soja, A.
gemmatalis e C. includens.

O perfil de expressdo proteica obtido € compativel com o descrito na
literatura, apresentando tamanho de massa molecular de 130 a 135 kDa para as
proteinas Cry1 (LIGHTWOOD; ELLAR; JARRETT, 2000) e, aproximadamente, 88,5
kDa para as proteinas Vip3A (LOGUERCIO et al., 2002).

ApOs a visualizagdo e confirmagdo da expressao proteica, em gel de SDS-
PAGE, estas foram quantificadas por densitometria e diferentes concentracbes das
proteinas foram preparadas para realizar bioensaios de avaliagao da suscetibilidade
de A. gemmatalis e C. includens as diferentes proteinas de B. thuringiensis.

Do ponto de vista estatistico, os bioensaios sdo experimentos planejados para
estimar o potencial de um ou mais estimulos relativos a um padrao, usando a
informagédo proporcionada pela resposta mensurada sobre o material bioldgico
(FINNEY, 1979). Neste caso, a concentracao letal responsavel pela mortalidade de
uma populacdo em avaliagdo estima a poténcia do efeito da toxina oferecida ao
inseto-alvo.

As testemunhas utilizadas como controle dos ensaios de suscetibilidade
realizados neste estudo ndo apresentaram mortalidade, permitindo desta forma,
afirmar que a mortalidade encontrada em lagartas alimentadas com dieta artificial,
contendo diferentes proteinas Cry1 e Vip3A, é devida ao potencial inseticida
atribuido para cada proteina.

Todas as proteinas avaliadas neste estudo foram eficientes no controle de A.
gemmatalis e C. includens, no entanto, algumas se destacaram. Dentre estas, a
proteina Cry1Ac encontra-se inserida e os resultados obtidos para esta proteina

corrobora os relatos de toxicidade as espécies de lepidopteros descritas na
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literatura, principalmente pelo fato do gene cry1Ac estar presente na soja
transgénica (MON87701) liberada para comercializagado no Brasil desde 2010.

Recentemente, foi lancada no mercado brasileiro a Soja Intacta RR2 Pro™
pela empresa Monsanto, esta possui resisténcia contra algumas lagartas, dentre
estas destacam-se A. gemmatalis e C. includens, devido ao gene cry1Ac inserido no
genoma da planta. A proteina Cry1Ac também se encontra presente no algodao
transgénico (Bollgard®), cultura que, eventualmente, também é alvo da espécie A.
gemmatalis e mais frequentemente de C. includens.

Embora Cry1Ac tenha se destacado dentre as demais proteinas avaliadas
neste estudo, esta foi mais efetiva para A. gemmatalis do que para C. includens.
Semelhante a este resultado, estudos realizados com uma linhagem transgénica de
soja, expressando altos niveis de proteina a partir do gene cry1Ac, demonstraram
mortalidade total em lagartas de A. gemmatalis e redugao significativa da populagao
de C. includens, em ensaios de suscetibilidade e de alimentagcédo realizados em
laboratério (STEWART et al., 1996) e no campo (WALKER et al., 2000).

A proteina Cry1Aa também se destacou no controle de A. gemmatalis,
apresentando-se duas vezes menos toxica do que Cry1Ac. De modo semelhante,
estudo conduzido por Fiuza et al. (2013) em avaliacdo da suscetibilidade de A.
gemmatalis frente a diferentes toxinas Cry, relataram que as proteinas Cry1Ac e
Cry1Aa foram as mais efetivas no controle do inseto-praga.

A menor efetividade das proteinas analisadas para esta espécie foi atribuida a
Cry1Ab, Cry1Ca e Cry1Ea. Fiuza et al. (2003) também relataram uma menor
efetividade de Cry1Ea em ensaios de toxicidade com A. gemmatalis.

As proteinas Vip3A demonstraram toxicidade semelhante contra A.
gemmatalis, e mostraram-se mais eficientes que as proteinas Cry1Ab, Cry1Ca e
Cry1Ea. Alguns estudos relatam que algumas proteinas Vip3A podem atuar com
mais eficiéncia no controle de pragas cujas proteinas Cry1 n&o apresentem o melhor
controle (ESTRUCH et al., 1996; YU et al., 1997). Semelhante resultado pode-se
observar nos dados obtidos com C. includens, pois a proteina Vip3Af demonstrou
ser mais efetiva no controle desta espécie do que as proteinas Cry1 testadas.

Os resultados obtidos com C. includens sugerem que dentre todas as

proteinas avaliadas quanto a suscetibilidade, Vip3Af foi a mais eficiente, no entanto,
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Vip3Ae e Vip3Aa ndo atuaram da mesma forma, apresentando-se inferior a primeira
em termos de toxicidade a espécie. Esta observagcao pode estar relacionada com a
diferenga estrutural encontrada entre as proteinas ou mesmo pela especificidade a
diferentes receptores no intestino do inseto (SCHNEPF et al., 1998; DE MAAGD et
al., 2001).

O padrdo geral de suscetibilidade entre as duas espécies (Figura 6), indica
que as proteinas testadas ndo atuam de maneira semelhante na toxicidade de A.
gemmatalis e C. includens.

A proteina Cry1Ac, em destaque na toxicidade das duas espécies de insetos-
praga alvo deste estudo, apresentou-se, aproximadamente, dezessete vezes mais
efetiva em A. gemmatalis do que C. includens. Essa diferenca de suscetibilidade
também foi reportada para inseticidas biolégicos a base de B. thuringiensis, onde A.
gemmatalis foi 1,5 a 5,6 vezes mais suscetivel que C. includens (MORALES et al.,
1995).

Avaliando tecido liofilizado de soja Cry1Ac (tic 107), Macrae et al. (2005)
relataram que houve completa mortalidade de A. gemmatalis, no entanto, a
populacao de C. includens foi menos controlada.

Em estudo realizado com a soja MON 87701 X MON 89788, portadora do
gene cry1Ac, foi observado completa mortalidade de A. gemmatalis e 95% em C.
includens, ndo atendendo o conceito de alta dose, pois a planta expressa um nivel
25 vezes superior ao necessario para mortalidade de lagartas neonatas, dessa
forma, a maioria dos insetos heterozigotos (que carregam alelos de resisténcia)
seriam mortos. Estes dados indicam que C. includens apresenta, potencialmente,
um risco maior de evoluir para resisténcia a soja MON 87701 X MON 89788
(BERDARDI et al., 2012).

Estes relatos corroboram os encontrados neste estudo, pois a suscetibilidade
de uma espécie a determinada proteina ndo corresponde a mesma em outra
espécie, assim, é evidente a especificidade de cada proteina em diferentes espécies
de insetos-praga mesmo estes sendo pertencentes a mesma ordem (Lepiddptera).
Este fato se deve a existéncia de diferentes sitios de ligacdo ou diferentes
receptores no intestino dos insetos para as proteinas Cry da mesma familia
(BRAVO; GILL; SOBERON, 2007 ) entre outros fatores.
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As proteinas inseticidas de B. thuringiensis avaliadas neste estudo
mostraram-se eficazes na toxicidade contra A. gemmatalis e C. includens,
possibilitando estimar a concentragédo de proteina que € capaz de provocar a
mortalidade de 50% da populagdo de cada espécie. No entanto, as lagartas
sobreviventes a estas doses também foram avaliadas quanto ao seu
desenvolvimento, pois € de grande importancia determinar qual o potencial inibitorio
que estas proteinas causam frente as espécies expostas a determinadas proteinas.

Os resultados indicam que lagartas alimentadas com toxinas de B.
thuringiensis apresentaram seu desenvolvimento inibido. A proteina Cry1Ac, que
apresentou os melhores resultados na toxicidade das espécies foi responsavel pela
inibicdo do desenvolvimento de, aproximadamente, 90% de lagartas das duas
espécies sobreviventes a CLsxo.

Estes resultados corroboram os relatados por Ashfaqg, Young e Mcnew (2001),
que avaliaram o desenvolvimento de C. includens em plantas de algodao Bt
(Cry1Ac) por sete dias. Os resultados obtidos pelos autores indicaram que as
sobreviventes foram afetadas negativamente apresentando lento crescimento e
reducdo no peso de pupa, este controle provoca o aumento no periodo do
desenvolvimento e pode levar a uma redugao na populacdo de larvas, devido a
maior exposi¢ao a inimigos naturais (ASHFAQ; YOUNG; McNEW, 2001).

Semelhante a estes dados, Nyouki et al, (1996) relataram uma extensdo no
desenvolvimento de C. includens quando expostas a concentragdes sub-letais de
proteinas de B. thuringiensis em dieta artificial. Outros autores relatam uma reducgao
no peso em diferentes espécies como: Pectinophora gossypiella, Heliothis
vierescens (JENKINS et al. 1993, HALCOMB et al. 1996, MEYERS et al. 1997) e
Spodoptera frugiperda (ADAMCZYK et al. 1998), em lagartas sobreviventes a
alimentagdo com algodao Bt. Para a espécie A. gemmatalis, Parrott et al. (1994)
observaram que a expressdo do gene nativo cry1Ab impediu a alimentagao e
crescimento de larvas.

A inibicdo do desenvolvimento larval também foi observada em lagartas
alimentadas com as proteinas que menos controlaram as espécies de insetos-praga,
como o caso de Cry1lEa em A. gemmatalis que apresentou 75% de inibigdo em

lagartas sobreviventes a CLso. Para C. includens, a proteina Vip3Ae foi a menos



46

efetiva na mortalidade, mas inibiu em 85% o desenvolvimento das lagartas e desta
forma, apresenta-se mais influente neste quesito do que Vip3Af, a mais eficiente na
mortalidade da espécie.

A acado das toxinas, bem como varios outros agentes inseticidas ativos no
intestino de insetos suscetiveis envolvem geralmente uma lise celular (BLACKBURN
et al., 1998, MOELLENBECK et al., 2001). Para &-endotoxina, canais idnicos
provocados pela unidao das proteinas aos receptores intestinais dos insetos foram
estabelecidos (PEYRONNET et al., 2001; SANGADALA et al., 1994; SCHUWARTZ
et al., 1997), no entanto, mecanismos adicionais podem ser responsaveis por outros
aspectos de toxicidade observados, tais como alteragdes do comportamento, parada
alimentar das larvas, regurgitacdo e paralisia intestinal (ARONSON; SHAI, 2001;
ENGLISH et al., 1994; FAST, 1981).

Os ensaios de suscetibilidade e inibicdo do desenvolvimento larval foram de
extrema importancia para o conhecimento de possibilidades para o controle de A.
gemmatalis e C. includens. Desta forma, levando em consideragdo a evolugdo da
resisténcia que futuramente podera ser relatada para estas toxinas, € importante
elucidar meios para retardar esta evolucéo.

Alguns casos de desenvolvimento de resisténcia de insetos-praga a toxinas
Cry foram relatados (TABASHNIK et al., 2000) e, desta forma, a combinagao de
proteinas inseticidas apresenta-se como eficiente alternativa para o manejo de
resisténcia, visto que combinacbes efetivas poderiam integrar cultivos de
transgénicos. As proteinas Vip3A né&o possuem homologia de sequéncia ou
estrutural com as Cry e, desta forma, reconhecem diferentes receptores no intestino
médio de larvas suscetiveis (ABDELKEFI - MESRATI et al., 2011). Avaliar a
combinacdo de diferentes proteinas para o controle de insetos-praga possibilita
alternativas para serem utilizadas no manejo de resisténcia.

Diversos estudos tém indicado que as proteinas Cry podem agir
sinergicamente aumentando a toxicidade destas contra insetos suscetiveis
(CRICKMORE et al, 1995; WIRTH; DELECLUSE; WALTON, 2001; XUE et al., 2005)
e estes estudos ajudam na busca de genes cry mais apropriados para serem

introduzidos no genoma de plantas cultivadas de grande interesse econdémico.
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Moar et al (1995) relataram que a presenca de esporos de
B. thuringiensis var. kurstaki reduziu o desenvolvimento de resisténcia a proteina
Cry1C em S. frugiperda. Como esta estirpe € uma fonte potencial do gene Vip3A
(DONOVAN; DONOVAN; ENGLEMAN, 2001; DOSS et al., 2002), é possivel que a
expressao de Vip3A pode ter contribuido para estas observacdes.

Atualmente, a nova geragao de plantas Bt busca a expressao de mais de um
gene de B. thuringiensis, sendo a pratica conhecida como piramide de genes,
existente quando ambas as proteinas possuem alta atividade biolégica (IVES et al.,
2011). A vantagem da piramide de genes esta na provavel evolugéo da resisténcia
de forma mais lenta em comparacdo ao uso de uma unica proteina inseticida na
planta (ROUSH, 1998).

As proteinas Vip sdo tdxicas para diversos lepidopteros-praga e néo
apresentam homologia de sequéncia ou estrutural com as &-endotoxinas. Assim,
toxinas Vip podem ser eficazes contra insetos resistentes a toxinas Cry, e
proporcionar uma combinacdo de proteinas que pode ser explorada em
transgénicos. Os genes vip podem ser introduzidos em culturas que também
expressam proteinas Cry na forma de piramides. A piramide de genes € importante,
pois raramente um inseto sera resistente a mais de uma toxina presentes na mesma
planta. Desta forma, as toxinas a serem utilizadas em construgdao de plantas
piramides devem ser avaliadas separadamente em nivel de resisténcia pré-existente
de cada toxina (ROUSH, 1998; ZHAO et al., 2003). .

O método utilizado neste estudo foi descrito por Tabashnik (1992), quando
analisou o sinergismo das proteinas Cyt2Aa3 e Vip3Aa29, que segundo Yu et al.
(2012) trata-se de uma metodologia adequada para analises de toxinas semelhantes
ou diferentes. No presente estudo, a metodologia empregada permitiu indicar a
presengca de sinergismo que, muitas vezes, ocorre quando se associam dois
produtos que apresentam diferentes mecanismos de acgao.

Nesta associacdo pode haver uma agdo de complementaridade entre os
mesmos, facilitando a agao fisica / bioquimica entre os componentes. Desta forma, o
sinergismo atua quando o efeito da mistura € superior a soma dos efeitos dos
produtos aplicados isoladamente. A combinacdo pode também ter efeito aditivo,

presente quando o resultado da associacdo equipara-se a soma dos efeitos dos
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produtos aplicados isoladamente e antagdnico, quando a interagdo representa um
efeito inferior a soma dos efeitos dos produtos aplicados isoladamente (HATZIOS;
PENNER, 1985; GRESSEL, 1990; GREEN; STREIBIG, 1993).

A presencga de sinergismo € de grande importancia, pois deve aumentar a
eficiéncia de controle, permitindo o uso de doses menores de cada um dos
componentes da associagao (HATZIOS; PENNER, 1985), além de retardar a
evolucao da resisténcia.

Em A. gemmatalis, a combinagao Vip3Aa+Cry1Ab exibiu um forte sinergismo,
apresentando valor cinco vezes maior do que o0 esperado para uma combinagao
sinérgica. LEE et al. (2003), compararam o mecanismo de agédo da proteina Vip3A
com Cry1Ab, in vitro, em Manduca sexta e verificaram que Vip3A difere em varias
etapas, quanto ao modo de agao, utilizando um alvo molecular diferente e formando
distintos canais ibnicos, comparada a Cry1Ab. Os autores sugerem que a interagao
das proteinas Vip com os receptores do intestino das larvas de diferentes
lepidopteros tem colocado essas proteinas como uma segunda geragao de toxinas
de B. thuringiensis, com excelente potencial para o manejo da resisténcia.

Sabe-se que muitas sao as diferengcas encontradas entre espécies de
lepidopteros, no entanto, alguns expressam resultados semelhantes para
determinadas toxinas. Neste caso, ndo se pode afirmar que em A. gemmatalis o
sinergismo encontrado é devido ao alvo molecular diferente como foi relatado para
M. sexta, mas € um indicativo para explicar essa interacdo e recorrer a futuros
estudos para elucidar tal hipétese.

Além do sinergismo apresentado pela combinagcdo Vip3Aa+Cry1Ab, outras
duas também demonstraram eficiéncia para A. gemmatalis, Vip3Aa+Cry1Ea e
Vip3Ae+Cry1Ab, no entanto, estas apresentaram sinergismo semelhante
estatisticamente entre si e inferior ao encontrado na combinagao Vip3Aa+Cry1Ab.

Em linhagens de soja que expressam a proteina inseticida Cry1Ab foi relatado
eficacia parcial no controle de A. gemmatalis (PARROTT et al., 1994). Assim, uma
combinacao desta proteina, que ja se encontra inserida em plantas, com Vip3Aa ou
Vip3Ae, Cry1Ac ou Crylca poderia aumentar o potencial de controle para esta

espécie e também atuar no retardo da evolugao de resisténcia pelos insetos.
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A combinagdo Vip3Aa+Cry1Ea também apresentou sinergismo para C.
includens no presente estudo, no entanto para esta espécie, o sinergismo foi mais
intenso, aplicando-se um valor quatro vezes maior ao requerido para fator de
sinergismo. Este resultado € de grande importancia para o controle e manejo da
resisténcia das espécies em estudo, pois uma unica combinacéo de proteinas Vip3A
e Cry1 mostrou-se eficiente no controle de A. gemmatalis e C. includens
simultaneamente.

Para C. includens Vip3Ae+Cry1Aa e Vip3Ae+Cry1Ea também se mostraram
sinérgicas, no entanto em A. gemmatalis estas combinagdes foram antagbnicas.
Ainda em C. includens, Vip3Af+Cry1Ac demonstraram atuar em conjunto de forma
aditiva, neste caso nao houve potencializacdo do efeito inseticida, no entanto € uma
opgao para piramidar proteinas em plantas para o manejo de resisténcia a insetos.

As interacbes testadas para as proteinas Cry1 indicaram duas combinagdes
em sinergismo para A. gemmatalis e C. includens simultaneamente, sdo elas:
Cry1Aa+Cry1Ea e Cry1Ab+Cry1Ac. Estas também sao opg¢des interessantes para
introducdo em plantas transgénicas com intuito de controlar populagdes das duas
especies.

O sinergismo de Cry1Ab+Cry1Ac também foi relatado por Sharma et al.
(2010) no qual foi verificado através de bioensaios com insetos de uma populagao
de Chilo partellus que estas proteinas apresentam atividade tdxica cinco vezes
maior juntas quando comparado a sua utilizagdo isolada, indicando que elas tém
efeito sinérgico contra a espécie avaliada.

Outras combinagbes apresentaram sinergismo para as espécies alvo deste
estudo, no entanto ndo atuaram para as duas simultaneamente. Para A. gemmatalis
a combinacgao sinérgica foi Cry1Ab+Cry1Ca e para C. includens foi Cry1Aa+Cry1Ac.

Algumas combinagdes proteicas foram relatadas na literatura para outras
espécies, mas nao ha relato de combinagédo alguma para o controle e/ou manejo de
resisténcia a insetos para as espécies A. gemmatalis e C. includens.

Lee et al. (1996) demonstraram que as toxinas CrylAa e Cry1Ac
apresentaram atividade sinérgica contra lagartas de Lymantria dispar, aumentando
em 4,9 vezes sua toxicidade quando os insetos foram alimentados com a mistura

das proteinas e, neste caso, foi verificado que a combinag¢ao das duas toxinas levou
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também a uma maior formacdo de poros do que as toxinas individuais,
demonstrando portanto a possibilidade de interagédo sinérgica entre proteinas Cry1A
potencializando sua atividade toxica. Neste mesmo estudo, os autores relataram
antagonismo para a combinacgao Cry1Aa+Cry1Ab. Esta mesma combinagédo também
demonstrou antagonismo para A. gemmatalis e C. includens no presente estudo.

O mecanismo relacionado ao antagonismo n&o é conhecido. E possivel que
as toxinas possam interagir fisicamente de modo a formar um complexo,
bloqueando, assim, um ou mais dos locais ativos sobre uma ou mais moléculas.
Alternativamente, o antagonismo pode ser um resultado da competicdo por espaco
(ndo entre receptores) sobre a superficie da célula (LEE et al., 1996; RINCO'N-
CASTRO; BARAJAS-HUERTA,; IBARRA, 1999), estes relatos s&o apenas hipoteses
e estudos devem ser realizados para desvendar esse mecanismo .

Dentro da classe de proteinas Cry1, insetos resistentes a uma toxina s&o
frequentemente, mas n&o necessariamente, resistentes a outras (FERRE; VAN RIE,
2002). Estes dados sugerem que provavelmente existe um mecanismo de atuacao
diferente para cada proteina, que permite varias possibilidades de novas
combinacdes a serem utilizadas na construcdo de plantas piramidadas para o
controle de insetos-praga.

Mundialmente encontram-se culturas transgénicas piramidadas com genes de
B. thuringiensis liberadas para comercializagdo e ou previstas para breve liberagao,
dentre essas destacam-se: algodao Widestrike® pela empresa Dow (EUA) que esta
implantando o gene vip3A em plantas que ja contém os genes cry1Ac e cry1F
(ANON, 2010a); o milho Agrisure Viptera™ que expressa os genes Vip3A e cry1B e
devera ser disponibilizada em breve no mercado (ANON, 2010b) e prevista para
2016, nos EUA, o langamento da terceira geragao de algodao Bt, da Monsanto, para
ser comercializado como Genuity Bollgard lll, este sera responsavel pela expressao
de Vip3A, Cry1Ac e Cry2Ab (MAHON; DOWNES; JAMES, 2012).

Pesquisas também estdo sendo realizadas neste ambito, como é o caso da
empresa Bayer CropScience que concedeu a Syngenta uma licenga mundial para
utilizagao da tecnologia de controle de insetos VipCot (Cry1Ab e Vip3A) em algodéo.
(Anon, 2010b).
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O sinergismo presente em combinac&o de toxinas tornou-se um dos métodos
mais eficazes para aumentar a toxicidade de B. thuringiensis e retardar a evolugao
da resisténcia a insetos-praga. Varias teorias tém sido propostas para explicar o
mecanismo molecular de sinergismo, incluindo: a melhoria da unido da toxina,
insercdo na membrana (PEREZ et al., 2005) e a destruicdo da matriz peritrofica do
intestino médio do inseto para aumentar a permeabilidade da toxina (SAMPSON;
GOODAY, 1998; FANG et al., 2007).

Alguns trabalhos descrevem a evolugao da resisténcia devido a diferencas na
producao de proteases intestinais de populacdes de insetos suscetiveis e resistentes
(OPPERT et al.,, 1994). Desta forma, o presente estudo avaliou a atividade
proteolitica desempenhada pelo suco entérico de A. gemmatalis e C. includens
sobre as proteinas de Cry1 e Vip3A. Esta avaliacdo determina a capacidade de cada
especie em tornar as protoxinas de B. thuringiensis em toxinas ativas quando em
contato com suco inetestinal do inseto.

As proteinas Cry1 sao sintetizadas como grande precursores (protoxinas) de
aproximadamente 130 kDa, estas sao clivadas por proteases no intestino do inseto
para uma forma de toxina ativa de aproximadamente 65 kDa (RUKMINI; REDDY;
VENKATESWERLU, 2000). Yu et al. (1997) demonstraram que a proteina Vip3A é
processada pelo extrato do suco intestinal de lepidopteros suscetiveis em
aproximadamente 62 kDa.

Os resultados obtidos indicam que tanto A. gemmatalis quanto C. includens
sao capazes de ativar todas as proteinas avaliadas neste estudo, de maneira
eficiente.

Estudos relataram que linhagens de A. gemmatalis resistentes a proteinas
Cry obtiveram maior CLsg do que as linhagens suscetiveis. Porém, quando as
protoxinas foram ativadas in vitro com quimiotripsina, a CLsy das linhagens
resistentes foi menor do que a CLsy da linhagem suscetivel. Esses resultados
sugerem que a resisténcia adquirida pelas lagartas é devido a problemas na
ativagdo proteolitica das protoxinas (HERRERO; OPPERT; FERRE, 2001). Lee et al.
(2003) propuseram que o passo de ativagado € necessario para a bioatividade da
toxina e pode ser considerado essencial para a formagao de poros no intestino,

apresentando-se como passo importante para o modo de agao de Vip3A.
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O conhecimento acerca da atividade inseticida de cada proteina de B.
thuringiensis € muito importante para o controle de insetos-praga, no entanto,
quando existe a possibilidade de controle de duas espécies-praga simultaneamente,
utilizando-se de combinacdes de proteinas, a evolugdo da resisténcia que poderia
surgir em curto prazo € retardada para as duas espécies.

Portanto, a obtengdo da CLsy, das proteinas inseticidas de forma efetiva,
sugerem que varias sao as possibilidades de controle e manejo de resisténcia a
diferentes espécies. Desta forma, futuros estudos devem ser realizados para ampliar
o0 conhecimento de como essas proteinas atuam dentro do intestino das espécies
avaliadas. A selegdo de genes inseticidas que atuam em sinergismo no controle de
insetos-praga possibilita a construgao de culturas geneticamente modificadas, que
expressam mais de uma proteina, e podem controlar mais de uma praga
simultaneamente, além de sua atuagéo em sinergismo para o manejo de resisténcia.

Este trabalho indicou possiveis combina¢gdes que atuam em sinergismo no
controle e manejo de resisténcia para A. gemmatalis e C. includens

simultaneamente.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o presente estudo sugerem que:

o Dentre as proteinas avaliadas isoladamente Cry1Ac destaca-se no
controle de A. gemmatalis e Vip3Af no controle de C. includens.

o Todas as proteinas avaliadas apresentam inibicdo do desenvolvimento
larval para ambas as espécies.

o As combinag¢des Vip3Aa+Cry1Ea, Cry1Aa+Cry1Ea e Cry1Ab+Cry1Ac
sdo indicadas para o controle e manejo da resisténcia de A. gemmatalis e C.
includens, simultaneamente.

o As combinagdes Vip3Aa+Cry1Ab, Vip3Ae+Cry1Ab e Cry1Ab+Cry1Ca
mostram-se sinérgicas no controle de A. gemmatalis e as combinacbes
Vip3Ae+Cry1Aa, Vip3Ae+Cry1Ea, Vip3Af+Cry1Ac e Cry1Aa+Cry1Ac apresentam
sinergismo para C. includens.

o A ativagdo proteolitica pelo suco entérico de A. gemmatalis e C.
includens demonstra que esta etapa nao esta relacionada as diferengas encontradas

na eficiéncia de mortalidade aos insetos em estudo.
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