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Suscetibilidade de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

a proteina inseticida mutante de Cry1Ab

RESUMO

A Spodoptera frugiperda é uma praga polifaga, com grande variabilidade
genética, além disso, possui alta capacidade reprodutiva e migratoria,
que a permitiu recentemente invadir o continente asiatico. As principais
formas de controle, produtos quimicos e plantas Bt tem apresentado
problemas devido a rapida evolucéo da resisténcia, devido a exposicao
de pragas a baixa dose e mutacdes em genes que codificam receptores.
Uma alternativa é a utilizacdo de toxinas mutantes de Bacillus
thuringiensis (Bt) para quebrar da resisténcia. Nesse estudo foi avaliada
o potencial de toxidade das proteinas inseticidas mutantes de CrylAb
G439D e N514A em duas populagdes de S. frugiperda, uma populacéo
suscetivel e outra resistente a CrylF, Cry1lA.105 e Cry2Ab2. Para tanto,
realizou-se a extracdo, quantificacdo das proteinas e testes de
suscetibilidade de S. frugiperda, utilizando-se 100 lagartas de primeiro
instar por tratamento e sete concentracdes das proteinas inseticidas.
Somente na populacdo suscetivel as concentracdes letais CLso e ClLoo
foram estimadas, pois a populacdo resistente apresentou baixa
suscetibilidade e a proteinas inseticida mutante Cry1AbN514A foi a mais
virulenta com CLso estimada oito vezes maior do que a toxina selvagem.

Palavras-chave: Resisténcia aos inseticidas, Mutagénese, Biologia
molecular, Efeito letal, Cristal proteico.



Susceptibility of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) to

Cry1lAb mutant insecticidal protein

ABSTRACT

Spodoptera frugiperda is a polyphagous pest, with great genetic
variability, in addition, it has a high reproductive and migratory capacity,
which has recently started to invade the Asian continent. As the main
forms of control, chemicals and Bt plants have presented problems due
to the rapid evolution of resistance, due to exposure to low-dose pests
and mutations in genes that encode receptors. An alternative is to use
mutant toxins from Bacillus thuringiensis (Bt) to break down resistance. In
this study, the potential for toxicity of mutant insecticidal proteins of
CrylAb G439D and N514A in two populations of S. frugiperda, a
susceptible population and a resistant population to CrylF, CrylA.105
and Cry2Ab2. For that, the extraction, quantification of proteins and
susceptibility tests of S. frugiperda were carried out, using 100 first-instar
caterpillars per treatment and seven concentrations of insecticidal
proteins. Only in the susceptible population the lethal concentrations
LC50 and LC90 were estimated, as the resistant population showed low
susceptibility and the mutant insecticide protein Cry1AbN514A was the
most virulent with LC50 estimated eight times higher than the wild toxin.

Keywords: Insecticide resistance, Mutagenesis, Molecular biology,

Lethal effect, Protein crystal.



1. INTRODUCAO

A Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) pertence a familia
Noctuidae, tem sua origem nas regides tropicais e subtropicais da Ameérica (Li et
al., 2019). Embora tenha preferéncia por gramineas, principalmente o milho, é
um inseto polifago, tendo mais de 350 plantas hospedeiras (MONTEZANO et al.,
2018; FERNANDES et al., 2013). Ao se estimar perdas no rendimento, o ataque
dessa praga pode causar uma queda superior a 50%, dependendo do gendtipo
do milho e do estagio de desenvolvimento da planta, e por consequéncia as
medidas necessdrias para o seu controle impactam os custos de producdo
(BLANCO et al., 2016; CRUZ, 2010; GALVAO et al., 2015; WANG et al., 2020).

Essa praga inicialmente foi relatada na Africa, pouco tempo depois na Asia
e na Australia, devido a sua capacidade reprodutiva e migratoria (Figura 1)
(GEOGEN et al., 2016; BAUDRON et al., 2019; EPPO, 2021). O impacto
econdmico precisa ser estudado e as ferramentas para o controle ainda precisam
ser aperfeicoados em nivel global, priorizando solu¢cdes mais econdmicas e
menos danosas ao ambiente produtivo (OVERTON et al., 2021). Por essa razéo,
o controle utilizando plantas Bt, que expressam toxinas inseticidas Cry ou Vip
tem sido amplamente adotado para o controle desta praga (TABASHNIK;

CARRIERE, 2020).



Figura 1. Distribuicdo geografica da lagarta Spodoptera frugiperda (EPPO, 2021).

Spodoptera frugiperda (LAPHFR)
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(c) EPPO https://gd.eppo.int

Todavia, a alta pressao de selecdo das plantas Bt, ou seja, a eliminagéo

de individuos suscetiveis em uma populacdo da praga, com prevaléncia de
individuos resistentes, causa uma rapida evolucdo de resisténcia. Como
resultado deste processo ocorrem falhas no controle, que podem ter como causa
a alta exposicdo as plantas Bt ligado a baixa dose da proteina inseticida
(STORER et al., 2010; FARIAS et al., 2014), bioecologia das pragas (HARRISON
et al., 2019), baixa adoc¢éo de areas de refagio (KAUR et al., 2019) e cultivo de
eventos transgénicos que expressam proteinas com o mesmo modo de agao
(resisténcia cruzada) (VELEZ et al., 2013; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al.,
2013; HUANG et al., 2014; JURAT- FUENTES & CRICKMORE, 2017;
TABASHNIK & CARRIERE, 2019).

Consequentemente, 0 manejo da evolugéo da resisténcia das plantas Bt
€ essencial para as agéncias reguladoras, produtores e empresas do
agronegocio (CARRIERE, 2020). Segundo Burtet et al., (2017), o combate a

populacdes resistentes ao milho Bt que expressam Cryl e Cry2, na regiao sul do



Brasil, tem exigido muitas pulverizacbes com inseticidas sintéticos para que o
controle da praga seja eficiente.

No Brasil, casos de resisténcia as tecnologias de milho Bt Herculex®, que
expressa a proteina CrylF e YieldGard®, que expressa a proteina Cry1Ab foram
observados no campo (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016). Ha também
resisténcia a eventos piramidados, como exemplo, a que foi estudada nesta
pesquisa sobre a tecnologia PowerCore® a qual expressa trés toxinas de forma
piramidada (CrylF, Cry1lA.105 e Cry2Ab2) (MURARO et al., 2019).

Uma das formas de reverter ou retardar a evolugcao da resisténcia € induzir
mutacBes nas toxinas selvagens com objetivo de aumentar a sua toxicidade
(WANG et al., 2019; GOMEZ et al., 2018; De MAAGD et al., 1996). O Instituto
de Biotecnologia da Universidad Nacional Autonoma do México (UNAM) tem
realizado substituicdes de aminoacidos no dominio Il e Ill de CrylAb, em um
estudo foi avaliado o efeito sobre uma populacdo brasileira de Spodoptera
frugiperda, resultando em um aumento significativo da atividade inseticida
(GOMEZ et al., 2018). Pesquisas que buscam construir mutantes de Cry sdo de
grande valia, pois favorecem o desenvolvimento de toxinas com atividade

aprimorada contra pragas alvo.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Caracterizar o efeito de proteinas CrylAb mutantes em populacdes de

Spodoptera frugiperda.



2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Criar as populacdes de S. frugiperda

2.2.2 Extracdo das proteinas CrylAb

2.2.3 Realizar os bioensaios de suscetibilidade de S. frugiperda as

proteinas inseticidas mutantes e selvagens.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)

Spodoptera frugiperda € um inseto originario da América tropical e
subtropical (SISAY, 2019). O ciclo de vida desse inseto passa por quatro fases,
sendo necessario de 3 a 5 dias para que ocorra a ecloséo das lagartas, ap0s 0s
adultos colocarem as posturas sobre as folhas da planta (CRESPO et al., 2021).
A fase larval dura entre 14 a 22 dias, quando s&o menores, as lagartas raspam
as folhas, ao aumentarem de tamanho comecam a fazer perfuracées nas
plantas, devido ao nivel elevado de canibalismo desta espécie as lagartas se
dispersam a fim de aumentar as suas chances de sobrevivéncia (BENTIVENHA
et al. 2017; PANNUTI et al. 2016). A fase seguinte é a de pupa, podendo durar
de 7 a 13 dias e os adultos vivem por mais 10 a 12 dias (CRESPO et al., 2021).

Por ser polifaga, esta lagarta possui muitas culturas hospedeiras de
importancia agricola, a exemplo: milho, sorgo, arroz, soja, algodado e outras
culturas (GUTIERREZ-MORENO et al., 2019). O inseto adulto possui alta

capacidade de voo, percorrendo grandes distancias no periodo noturno, sendo



favorecido pela migracdo natural pelo vento, no entanto, € o comércio
internacional o grande responsavel pela rapida disseminacdo desta praga
(PRIMEIROS et al., 2018).

Em 2016, surgiu os primeiros relatos desta praga no continente africano,
recentemente confirmou-se a ocorréncia no continente asiatico, o potencial
danoso e migratorio desta praga resultou em uma mobilizacdo do governo chinés
para criacdo de uma plataforma para o mapeamento da disseminacéo
(KALLESHWARASWAMY et al., 2018; GOERGEN et al., 2016).

Os inseticidas quimicos, bem como, as plantas Bt utilizados no controle
de pragas embora eficazes possuem uma desvantagem em comum, a rapida
evolucdo da resisténcia, sendo cada vez mais necessario descobrir novas
moléculas com atividade inseticida. Entretanto, a descoberta destas novas
moléculas esta cada vez mais dificil, 0 que eleva o seu custo de desenvolvimento

(PAREDES-SANCHEZ et al., 2021).

3.2 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria gram-positiva, que na fase de
esporulacdo produz inclusdes cristalinas (cristais), onde estédo contidas proteinas
inseticidas conhecidas como &-endotoxinas que possuem propriedades
inseticidas contra varias espécies de importancia agricola e vetores de doencas
humanas (BRAVO et al., 2007; ADANG et al.,, 2014). Pertence a familia
Bacilliaceae, e apresenta formato de bastonete com 1 a 1,2 de comprimento por

3 a5 pm (MIRALLES; PEREZ, 2004).



Existem trés hipoteses sobre o modo de acéo das proteinas Cry, todavia,
a teoria mais aceita € segundo Bravo et al. (2004), onde proteinas inseticidas Bt
atuam formando poros na membrana. Apds a lagarta ingerir o cristal, ele &
dissolvido pelo pH alcalino do intestino médio do inseto, com isso, a protoxina de
130-140 kDa é entdo processada por acao de proteases presentes no lumen,
sendo ativada, a proteina final apresenta massa molecular de 65 kDa.
Posteriormente, ocorre uma serie de ligacdes de baixa e alta afinidade com
receptores celulares, causando clivagem, oligomerizacao, formacdo de poros,
lise osmotica que resulta na morte do inseto (BRAVO et al., 2004; PACHECO et
al., 2009).

Essa bactéria comanda a maior parte do mercado de inseticidas
bioldgicos, sendo apresentada em duas formas comerciaveis, uma delas como
ingrediente ativo, e outra em plantas que expressam as proteinas inseticidas Cry
e Vip. A previséo € que o mercado de agente de controle biolégico ultrapasse o
mercado dos inseticidas quimicos em cerca de 30 anos (MARRONE, 2019).

As plantas transgénicas disponiveis no mercado expressam as proteinas
inseticidas Cry e/ou Vip produzidas por Bacillus thuringiensis, podendo diminuir
a quantidade de aplicacfes de defensivos quimicos dependendo do espectro de
acdo da toxina empregada (TABASHNIK; CARRIERE, 2020). Entretanto, esta
ferramenta muito utilizada, quando nao se adota areas de reflagio contribui para
a rapidez na selecéo de individuos resistentes (ZHANG et al., 2013). O refugio
serve para que 0s insetos homozigotos suscetiveis (SS) da area do cultivo de
plantas ndo Bt consigam acasalar com os insetos homozigotos resistentes (RR)

das areas cultivadas com Bt, desta forma, grande parte dos individuos da



proxima geracao seriam de insetos heterozigotos (SR) suscetiveis as proteinas
inseticidas (BERNARDI et al., 2016).

No Brasil, as primeiras geracfes de milho Bt lancadas no mercado
expressavam uma Unica proteina inseticida Bt (CTNBIio, 2007, 2008). Contudo,
a partir de 2009 houve a liberacdo da segunda geracdo de plantas, que
expressam mais de uma proteina Bt, conhecidas como plantas piramidadas, com
objetivo de retardar a evolucéo da resisténcia. Exemplos de plantas piramidadas
estdo os eventos MON 89034; Yieldgard VT PRO™ (Cry1A.105/Cry2Ab2); MON
89034 x TC 1507 PowerCore® (Cry1A.105/Cry2Ab2/Cry1F); MIR 162 x Bt 11
(CryAb/Vip3Aa20); TC1507 x MON 810 (CrylF/CrylAb) (CTNBio, 2009;
CTNBiIo, 2010).

A toxicidade das proteinas Cry em lepidopteros depende da sua interacéo
com diferentes receptores presentes nas células do intestino médio, tais como
caderina (CAD), aminopeptidase-N (APN), fosfatase alcalina (ALP), entre outras
(Da SILVA et al., 2018).

A maioria das proteinas Cry (89%) sdo compostas por uma estrutura
tridimensional (3D), sendo que o dominio | apresenta um feixe de sete a-hélices
e esta envolvido na formacao do poro e oligomerizacdo da toxina. O dominio Il
€ composto por folhas B anti-paralelas formando uma estrutura de B-prisma com
loops expostos e estad envolvido na interacdo com o0s receptores do intestino
médio. O dominio Ill, por uma - sanduiche com folhas B anti-paralelas e também
esta envolvido na interacdo de ligacdo com receptores (BRAVO et al., 2007;

ADANG et al., 2014). Muta¢gBes nestes dominios tem sido empregada para



aumentar a toxicidade do Bt para espécies praga (De MAAGD et al., 1996;

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

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Criacao de Spodoptera frugiperda (FAW)

No Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes Pragas (LCMAP),
UNESP Campus Jaboticabal foi mantida a populacdo de S. frugiperda suscetivel
(Sf-SUS) desde 2014, sem pressdo de selecdo por inseticidas,
entomopatdgenos ou proteinas inseticidas Bt.

A sala de criagdo de insetos era mantida a temperatura de 25 = 2°C e
umidade relativa constante de 60 + 10%, ambiente favoravel ao ciclo de
desenvolvimento da praga, além disso, minimiza o risco por contaminagdes.

Pedacos de papel sulfite contendo as posturas de S. frugiperda foram
coletados das gaiolas a cada trés dias e transferidos para um recipiente plastico
transparente (500 mL), contendo dieta artificial, quando as lagartas alcangcaram
o terceiro instar foram individualizadas em potes de plastico menores de (100
mL) contendo 50 g de dieta artificial, onde permaneceram até a fase de pupa
(GREENE et al., 1976).

As pupas foram recolhidas, lavadas com agua, em seguida, com solucéo
de sulfato de cobre a 1% e deixadas para secarem sobre o papel toalha, apés
secarem as pupas foram transferidas para recipientes plasticos (11,5 x 3,5 cm)
com papel filtro sobre o fundo.

Quando os adultos (machos e fémeas) emergiram foram transferidos para

gaiolas de PVC (20 x 30 cm), a face superior das gaiolas foi vedada com tecido



voil, a face inferior é apoiada em prato de plastico (28 cm de diametro) coberto
com papel filtro e toda a parede interna da gaiola foi recoberta com papel sulfite
para coleta de massa de ovos. A alimentacdo dos adultos foi realizada com

algodao embebido com solucédo de mel a 10% e 1mL de cerveja (Figura 2).

Figura 2. Criagcao de Spodoptera frugiperda em laboratério. A - Massa de ovos. B — Lagartas de
1°instar. C — Individualizacdo de lagartas de 3° instar. D — Pupas. E — Gaiola contendo adultos.
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O Dr. Oderlei Bernardi da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)
Santa Maria-RS, forneceu a populacéo de S. frugiperda resistente a tecnologia
PowerCore® (Sf-PW). Foram semeadas a campo a cultivar de milho PowerCore
2A620PW, Corteva, Paracatu, MG, Brasil.

A selecdo da populacéo resistente foi realizada pelo método estabelecido
de triagem em F2 Screen (ANDOW, 1998). A caracterizacdo da resisténcia

utilizada neste trabalho foi apresentada por Muraro et al., (2019). A populacdo
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resistente foi mantida no LCMAP, com pressao de selecdo a cada 2 geracoes,
utilizando folhas da tecnologia PowerCore®, que expressa as proteinas

inseticidas CrylF, CrylA.105 e Cry2Ab2.

4.2 Obtencéao de proteinas inseticidas mutantes de Cry1Ab

A Dra. Alejandra Bravo do Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Autonoma do México, Morelos, MEX forneceu as toxinas selvagem e
mutantes que foram utilizadas neste estudo. As substituicdes nos residuos
G439D e N514A foram realizadas pelo método de mutagénese dirigida
(QuikChange; Stratagene) de acordo com protocolo do fabricante (ARENAS et
al., 2010). Os oligonucleotideos utilizados para a construgédo dos mutantes foram

caracterizados por GOMEZ et al. (2018).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na mutagénese.
Mutantes Sequéncia Regido

5 —TGT ITC AAT GTT TCG AAG TGG CTT TAG TAA

G439D TAG TAG TGT AAG — 3

Alca Il do dominio Il

5 —TCA ACC TTA AGA GTA GCG ATT ACT GCA CCA
TTATCA-3

*Os locais onde houve as substituicdes de aminoacidos estéo sublinhados.

N514A 16 do dominio Il

O plasmideo utilizado foi o pHT315 (MEZA et al., 1996) que abriga o gene
crylAb e os correspondentes oligonucleotideos mutagénicos (Tabela 1). Os
plasmideos candidatos foram mutados e purificados a partir de células
Escherichia coli (SC110) em ponto unico de mutagao (Tabela 1) e verificados por
sequenciamento de DNA. Os plasmideos purificados dessas células foram

utilizados na transformacao da cepa acristalifera de Bt 407- por eletroporacao e
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selecionados em meio Luria Bertani a 30 °C suplementado com 10 pg/ml de
eritromicina.

No Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada -
LGBBA foi realizada a extracdo das proteinas CrylAb. Os clones estavam em
fitas de papel absorvente, mantidos em tubos na Incubadora do tipo MOD.

Para replicar os clones, uma fita de papel absorvente foi transferida para
um microtubo estéril de 2 mL, em seguida, foram adicionados 1 mL de agua
deionizada estéril, e aguardado 24h antes do uso. Uma aliquota de 20 uL de
bactéria foi transferida para tubos de 15 mL e incubadas por 12 h em 3 mL de
caldo Luria Bertani (LB) suplementado com antibiético eritromicina (10 ug / mL)
a 30 ° C. As culturas foram inoculadas em meio de esporulacdo LB mais sais e
incubadas por 72 horas a 30 ° C.

ApoOs a esporulacdo completa confirmada por microscopia, a mistura de
esporos e cristais foi raspada e suspensa em 30 mL de tampao de lavagem
(NaCl 0,3 M; EDTA 0,01 M; pH 8,0) seguida de centrifugacao a 10.000 rpm por
10 min, por 3 vezes. O sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com
20mL de solucdo de PMSF 1 mM e centrifugado a 10.000 rpm por 10 min, 3
vezes. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento recuperado com 20mL de
tampédo TTN (20 mM de tris, 300 mM de NaCl, 0,1% de triton x-100, pH 7,2)
sendo centrifugado a 10.000 rpm (Jouan BR4i) por 10 minutos a 4 °C. O
procedimento foi repetido por trés vezes.

Para a solubiliza¢&o dos cristais, o pellet foi ressuspenso em solugao (50
mM Na2COsz pH 10,5; utilizando NaHCOs para correcdo do pH; 0,2% B-

mercaptoetanol), incubando por 2 horas a 37 °C sob agitacdo. Apos o tempo de
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solubilizacédo, o material foi sonicado a trés pulsos de um minuto com intervalos
iguais de um minuto a 40 W. Ao final desse processo, a amostra foi centrifugada
por 10 minutos a 10.000 rpm, para remover as particulas insolaveis. O
sobrenadante foi transferido para eppendorf de 2mL e armazenado a -20° C.
Para verificar a expressao proteica foi realizado eletroforese em gel de
poliacrilamida de dodecil sulfato (SDS-PAGE) (12%). A proteina bruta
quantificada por densitometria, utilizando albumina sérica bovina (BSA) como

padrao (Figura 3).

Figura 3. Etapas do Protocolo de Extragdo de CrylAb. A — Fita de papel contendo esporos de
CrylAb. B — Preparacgédo do pré-indculo. C - Plaqueamento. D — Lamina de CrylAb contendo
mais de 90% de esporulacéo. E — Extracao da proteina com diferentes tampdes. F — Eletroforese
de proteina.
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4.3 Bioensaios de suscetibilidade de S. frugiperda

4.3.1 Teste de Patogenicidade

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Controle Microbiano de
Artropodes Pragas, UNESP Jaboticabal. Na populacdo de Spodoptera
frugiperda resistente. Para o bioensaio uma alta concentracdo de 3000 ng.cm2
foi aplicada e a mortalidade corrigida foi calculada de acordo com Abbot (1925).

O teste de patogenicidade foi um teste qualitativo, sendo utilizado para
selecionar os microrganismos que possuem capacidade de causar mortalidade
(SHAPIRO-ILAN et al. 2005). Os tratamentos com mortalidade igual ou maior
gue 80% séo considerados promissores para o controle da praga e sao utilizados
em etapas posteriores de selecdo, como por exemplo, estimativas da
concentragdo letal mediana (CLso), que uma forma de demonstrar a
agressividade do tratamento para o inseto alvo, também conhecida como
viruléncia (GRECCO et al., 2008)

Apbs a higienizacdo bandejas (128 células - Bio-Assay tray Bio-BA-128;
CD International, Inc.) esta recebeu 1mL de dieta artificial, a qual foi vertida nas
células, onde posteriormente foram pipetadas aliquotas de 50 microlitros de cada
proteina inseticida em cada célula, de acordo com o método de contaminacédo
superficial, descrito por Arenas et al. (2010). Para cada um dos tratamentos
foram utilizadas 100 lagartas neonatas (uma lagarta por célula), distribuidas em
duas repeticdes e as bandejas foram fechadas com adesivo plastico. Os ensaios
foram alocados em céamara BOD (25°C +2°C e 12 horas de fotofase) durante

sete dias, sendo neste dia realizada a avaliacdo da mortalidade. Considerou-
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se morta a lagarta com coloracdo escura e/ou com auséncia de movimentos ao

ser tocada com pincel de cerdas finas.

4.3.2 Ensaio de viruléncia

Nos bioensaios de estimativa da Concentracdo Letal Média (CLso)
diferentes faixas de concentracdes foram testadas, sendo baseadas por testes
preliminares, Cry1Ab wt (40 — 2560 ng.cm -2), CrylAb G439D (40 - 2560 ng.cm -

2), Cry1Ab N514A (10 — 640 ng.cm ?) (Tabela 2).

Figura 4. Teste de viruléncia. A — Preparo das concentragdes a serem testadas. B — Camara
BOD para assegurar as condi¢des de ambiente. C — Avaliacdo apoés 7 dias de exposicao.

0900 G009
00006 6009
0006 ¢oe9
000 0009

Tabela 2. Faixa de concentracdes de proteinas inseticidas CrylAb mutantes e selvagem
utilizadas para a estimativa da CLso em lagartas neonatas de Spodoptera frugiperda.

Proteina Concentragbes (ng.cm 2
1 2 3 4 5 6 7
wt 2 40 80 160 320 640 1280 2560
G439D b 40 80 160 320 640 1280 2560
N514A P 10 20 40 80 160 320 640

aProteina CrylAb selvagem
b Proteinas modificadas
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Sete concentracdes de proteinas inseticidas, mais uma testemunha onde
foi utilizada dgua destilada foram utilizadas nos experimentos. Para a preparacao
das proteinas inseticidas foi necessario a diluicdo da solucdo estoque que foi
quantificada, em agua Milli-Q (deionizada e autoclavada) para obter as
concentracfes que foram testadas de acordo com cada proteina, como citado
anteriormente. O procedimento experimental, acondicionamento e avaliacédo
foram semelhantes aqueles utilizados nos experimentos de patogenicidade.

As concentracdes foram aplicadas sobre a dieta artificial de acordo com
Arenas et al. (2010), em seguida, foram pipetados 50 microlitros de solucéo
(proteina e esporos), aguardou-se o0 tempo de secagem para que as lagartas
fossem distribuidas, e em cada tratamento foram atribuidas 100 lagartas
neonatas (1 lagarta por célula). Logo depois, as bandejas foram fechadas com
adesivo plastico. Para a controle, foi pipetado 50 microlitros de agua Milli-Q.

A avaliacdo de mortalidade foi realizada apds 7 dias da exposicao das
lagartas ao tratamento, os dados foram trabalhados no software POLUS PC, e a
estimativa de CLso e CLgo feitas por andlise de Probit (ROBERTSON et al., 1980).
Assim como no teste de patogenicidade, os ensaios foram mantidos em camara

BOD por 7 dias e nas mesmas condi¢des de temperatura e luz.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil proteico

Os perfis proteicos das protoxinas CrylAb foram observados por SDS-
PAGE, as delta-endotoxinas apresentaram bandas de aproximadamente 130
kDa (Figura 5).

Figura 5. Pefrfil protéico das protoxinas CrylAb. A - Gel de proteina de CrylAb selvagem. MM -
Marcador molecular (Spectra). 1 - CrylAb wt. B - Gel de proteina de CrylAb mutante. MM —

Marcador molecular (Spectra). 1 — CrylAbG439D. 2— Cry1AbN514A.
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5.2. Testes de patogenicidade

As toxinas modificadas e a selvagem nao foram capazes de causar
mortalidade acima de 80% sobre a populacdo resistente a tecnologia

PowerCore® (Tabela 3).



17

Tabela 3. Mortalidade corrigida (%) causada por toxinas modificadas e selvagem de CrylAb em
lagartas de Spodoptera frugiperda da populacédo resistente.

Toxina Dose discriminatéria % de mortalidade corrigida
Cry1Ab (wt) 15,96
Cry1Ab (N514A) 3000 ng.cm- 24,47
Cry1Ab (G439D) 8,51

A baixa suscetibilidade desta populacdo quando exposta a uma alta
dose das toxinas (3000 ng.cm-2) impossibilitou que testes de viruléncia fossem
realizados. Enquanto isso, a mortalidade das lagartas da populacao suscetivel
para as proteinas selvagem e mutantes N514A e G439D foi de 87,23%, 100% e

84,04%, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Mortalidade corrigida (%) causada por toxinas modificadas e selvagem de Cry1lAb
em lagartas de Spodoptera frugiperda da populagéo suscetivel.

Toxina Dose discriminatéria % de mortalidade corrigida
Cry1Ab (wt) 87,23
CrylAb (N514A) 3000 ng.cm-? 100
CrylAb (G439D) 84,04

5.3. Estimativa da CL50 para a populacéo suscetivel

O mutante N514A diferiu da toxina selvagem (CrylAb wt) e da mutante
G439D nos ensaios com a populacao suscetivel e obteve a menor CL50. A dose
da toxina selvagem necessaria para matar 10% da populacdo € a mesma dose

gue na N514A causa 50% de mortalidade. Portanto, é preciso de uma dose 8
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vezes menor de CrylAbModN514A para alcancar a mesma eficiéncia de

controle da toxina selvagem (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade inseticida de CrylAb selvagem e mutantes contra lagartas de Spodoptera
frugiperda da populacdo suscetivel.

2a
CLso ng.cm CLeo ng.cm?2 b

H 2
Toxina (Interyalo de (Intervalo de confianga) Slop ¢ X2
confianca)
541,664 3267,496
Cry1Ab (wt) (456,826-644,336) (2428,503 - 4821,778) 1,64240,130 4,220
61,373 282,791
Cry1lAb (N514A) (43,531-82,904) (194,772 - 489,097) 1,932+0,160 5,014
829.453 3547
Cry1Ab (G439D) (650.175-1062.201) (2396,0 - 6896,0) 2,272+0,293 4,496

ab Concentragdo que mata 50% e 90% da populagdo, com limites fiduciais
de 95%. A unidade utilizada € ng de toxina Cry por cm? de dieta artificial;
¢ Inclinagéo + erro padrao;

d Qui-quadrado;

Esses resultados demonstram que mutacfes em regifes pontuais, ou
modificacdes em apenas um residuo da proteina CrylAb sdo capazes de gerar
respostas diferentes sobre o controle de Spodoptera frugiperda. Neste caso, as
mutacBes ndo foram suficientes para quebrar a resisténcia, mas aumentaram a
suscetibilidade da S. frugiperda para a proteina inseticida mutante CrylAb

(N514A)

6. DISCUSSAO

As proteinas Cry causam diferentes niveis de toxidade para a Spodoptera
frugiperda (GOMEZ et al., 2020; MONNERAT et al., 2006). Segundo Celso
Omoto (2016), a CrylAb é considerada de atividade moderada contra esta

espécie, enquanto, para Gomez et al.,, (2020) é considerada de baixa
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suscetibilidade. Uma populacdo brasileira de Spodoptera frugiperda estudada
por Gomez et al., (2018) obteve 468 ng.cm valor préximo ao encontrado neste
estudo (Tabela 5).

A CLso da toxina N514A estimada neste estudo (61,373 ng.cm?) diferiu da
concentracdo encontrada por Gomez et al., (2018). Essa pequena diferenca é
justificada pela diferenca na suscetibilidade entre populacbes (MONNERAT et
al., 2006).

A baixa CLso da Cry1Abmod (N514A) que sofreu mutagdes na regiao -
16 do dominio Ill, que pode ser traduzida como alta viruléncia, pode estar
relacionada com a importancia que esse dominio possui para a interacao de
ligacdo com receptores (BRAVO et al., 2007; ADANG et al., 2014). Segundo
Gomez et al., (2018), a ligacdo aos receptores presentes nas microvilosidades
apicais das células colunares do intestino médio do inseto (BBMV) da lagarta é
favorecida com essa mutacdo especifica, devido a melhoria na ligacdo aos
receptores ALP, APN, e especialmente aos receptores CAD, conferindo uma
maior toxicidade quando comparada a toxina selvagem, em varias populacées
de S. frugiperda.

Além disso, foi demostrado que a estabilidade da protoxina no suco do
intestino médio de S. frugiperda se correlacionou com o aumento da toxicidade
de mutantes de dominio Ill de CrylAb (GOMEZ et al., 2018).

Em um estudo feito com Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae), a
substituicdo do dominio 11l de Cry1Ab por um dominio Il de Cry1Ca foi capaz de

aumentar a atividade inseticida, sendo 6 vezes mais toxica do que a CrylCa,
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notadamente o dominio Il possui papel importante na busca por toxinas cada
vez mais téxicas aos insetos-praga (De MAAGD et al., 1996).

Em um estudo feito por Quintero (2018), o mutante G439D também
apresentou toxidade reduzida (Tabela 5) comparada com a proteina CrylAb
selvagem, em biensaios com Manduca sexta (Lepidoptera: Shingidae), através
de ensaios de ligacao levantou-se a hipotese de que a mutacéo nessa regido da
proteina prejudica a ligacao aos receptores APN e CAD. Os loops do dominio Il
sdo importantes no reconhecimento e ligacdo ao receptor, se ao selecionar
mutacdes positivas nessa regido é possivel observar aumento da especificidade,
bem como, melhora na interagcéo toxina-receptores na superficie das células de
insetos, o contrario € verdadeiro, justificando a causa da perda de toxidade do
mutante G439D devido a ligacdo ao receptor ter sido afetada (GUILLEN, 2010;
LUCENA et al., 2014).

Para que a solubilizacdo da proteina ocorra € necesséario que o pH
intestinal da lagarta seja alcalino, disso isso, uma alteracao no pH pode ser uma
das causas que explicam a baixa eficiéncia da proteina, no entanto, outros
fatores foram levantados, como exemplo, mudanca conformacional dos
receptores; baixa capacidade de ativacdo por proteases intestinais; até mesmo
o0 aumento da eficacia de proteases pode ser apontado, onde a protoxina é
inteiramente digerida. Ainda que o evento PowerCore® ndo expresse a toxina
CrylAb, possivelmente a populacéo resistente a esse evento pode ter adquirido
resisténcia cruzada, pois a CrylF e CrylA.105 competem com alta afinidade
pelos mesmos sitios que a CrylAb, e a alteragdo destes sitios ativos pode ter

comprometido a eficiéncia das trés toxinas, ndo permitindo que a quebra da
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resisténcia ocorresse (Tabela 3) (HERNANDEZ-RODRIGUEZ, 2013;
MONNERAT E BRAVO, 2000).

Pesquisas atuais tém unido esfor¢cos na criacdo de geracdes de toxinas
mutantes formados por diferentes subclasses de proteinas, conhecidas como
proteinas quiméricas, a exemplo, Cry1B.868 que é formada por dominios | e Il
de Cry1Be (Bt), dominio Il de CrylCa (Bt. aizawai) e pelo dominio da protoxina
C-terminal de CrylAb (Bt. kurstaki) (HORIKOSHI et al., 2021). Essas
modificacdes aumentam a suscetibilidade de Spodoptera frugiperda, uma vez
que sdo capazes de se ligar a receptores do inseto que nenhum evento

transgénico possui (WANG et al., 2019).

7. CONCLUSAO

A populacdo resistente a tecnologia PowerCore® ndo apresentou
suscetibilidade para as toxinas mutantes, ndo havendo quebra da resisténcia.
No entanto, as toxinas modificadas aumentaram a mortalidade na populacdo

suscetivel.
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