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INTERACOES MOLECULARES DAS PROTEINAS CRY1 E VIP3 NO CONTROLE DE
LEPIDOPTEROS EM CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - O potencial biotecnoldgico das proteinas Cry e Vip provenientes da bactéria
Bacillus thuringiensis € amplamente conhecido. Porém, a evolugdo da resisténcia de
pragas é a principal ameaca a longo prazo do controle de insetos-praga por plantas
transgénicas com toxinas desta bactéria. Estudos relatam a necessidade de se retardar
a evolucado da resisténcia e dentre as possibilidades, a utilizacdo de mais de um gene
na construcdo de plantas transgénicas mostra-se eficiente. Dessa forma, € importante
buscar novos genes, com diferentes modos de acgéo, e selecionar 0s que apresentam
atividade entomotoxica diferenciada para Diatraea flavipennella e Elasmopalpus
lignosellus, que séo pragas secundarias e potenciais da cana-de-aglcar. Para tanto,
proteinas Cryl e Vip3 foram expressas em Escherichia coli e a toxicidade verificada por
meio de bioensaios com lagartas neonatas de ambas as espécies de insetos-praga. As
proteinas foram purificadas, solubilizadas, ativadas com tripsina e biotiniladas. As
BBMVs (Brush Border Membrane Vesicles) foram preparadas a partir dos intestinos de
lagartas das duas espécies para realizacdo de ensaios de competicdo homologa e
heteréloga. Considerando a CL50, as proteinas CrylAc e Vip3Aa foram as mais
efetivas no controle dos insetos-praga em estudo. O ensaio de ligacdo mostrou que
ocorreu interacdo entre todas as proteinas e os receptores das duas espécies de
lagartas. Os ensaios de competicdo heter6loga demonstraram ndo haver competicao
entre as proteinas Cryl e Vip3 pelos mesmos sitios de ligagdo para ambas espécies de
insetos estudadas. Os resultados obtidos sugerem a combinacgdo de CrylAa ou CrylAc
com Vip3Aa para futuros eventos de geracdo de cana-de-aglcar geneticamente
modificada o que poderia contribuir para 0 manejo da resisténcia por estes insetos.

Palavras-chaves: controle biolégico, Diatraea flavipennella, Elasmopalpus lignosellus,
proteinas inseticidas



i
MOLECULAR INTERACTIONS OF CRY1 AND VIP3 PROTEINS IN THE CONTROL
OF LEPIDOPTERANS IN SUGARCANE

ABSTRACT - The biotechnological potential of Cry and Vip proteins from the bacterium
Bacillus thuringiensis is widely known. However, the evolution of pest resistance is a
major threat to long-term control of insect pests by transgenic plants with toxins of this
bacterium. Studies have reported the need to slow down the evolution of resistance and,
among the possibilities, the use of more than one gene in the construction of transgenic
plants is shown to be efficient. Thus, it is important to look for new genes with different
modes of action, and select those with different entomotoxic activity to Diatraea
flavipennella and Elasmopalpus lignosellus, which are secondary and potential
sugarcane pests. Therefore, Cryl and Vip3 proteins were expressed in Escherichia coli
and the toxicity was verified by bioassays using neonate larvae of both species of the
insect pests. The proteins were purified, solubilized, and activated with trypsin and
biotinylated. The BBMVs (Brush Border Membrane Vesicles) were prepared using the
intestines of the two species to perform the homologous and heterologous competition
assays. Considering the LCso, the CrylAc and Vip3Aa proteins were the most effective
in controlling the insect pests in this study. The binding assays showed that there was
interaction between the proteins and the receptors of the two species of larvae. The
heterologous competition assays showed no competition between Cryl and Vip3
proteins for the same binding sites for both species studied. The results suggest that the
combination of CrylAa or CrylAc with Vip3Aa for future events of sugarcane generation
genetically modified could contribute to resistance management for these insects.

Keywords: biological control, Diatraea flavipennella, Elasmopalpus lignosellus,
insecticidal proteins
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar € uma cultura de grande importancia econémica no mundo e
uma das mais importantes culturas do setor primario da agroindustria brasileira.
Todavia, uma das principais limitacdes no cultivo da cana é a ocorréncia frequente de
pragas. Esta cultura é atacada por diversos insetos-praga (MENDONCA et al., 1996;
ALMEIDA, 2005; SRIKANTH et al., 2011), que provocam perdas na producdo. Apenas
no Brasil estas perdas podem atingir 10% (OLIVEIRA et al., 2014), devido ao ataque
principalmente da broca-do-colmo, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) e cigarrinha-da-raiz, Mahanarva spp. (Hemiptera: Cercopidae).

Todavia, algumas pragas secundarias, tais como Diatraea flavipennella (Box)
(Lepidoptera: Crambidae) e Elasmopalpus lignosellus (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae)
apresentam surtos populacionais e/ou sdo importantes em algumas regides, como por
exemplo, no nordeste brasileiro e podem também afetar a produtividade da cana-de-
acucar. Isso decorre, porque varios fatores podem causar mudanca significativa na
importancia de diferentes pragas de forma que algumas pragas-chave perdem
importancia relativa enquanto outras que foram previamente consideradas secundarias
agora representam grandes desafios para o controle de pragas.

Para o controle de insetos-praga de importancia agricola ainda tem sido
utilizados os inseticidas quimicos. No entanto, existe um interesse no desenvolvimento
de alternativas efetivas aos quimicos visto que eles sao prejudiciais a saude humana e
ao ambiente. Muitas proteinas e moléculas que sdo eficazes contra as praga agricolas
e in6cuos para 0os mamiferos e outros organismos estéo disponiveis na natureza.

Entre essas proteinas estdo as proteinas inseticidas que sédo produzidas pela
bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, 1915, a qual tem sido utilizada no controle
bioldgico como bioinseticidas (VALADARES-INGLIS et al., 1998). Uma das vantagens
da utilizacdo de B. thuringiensis é sua especificidade aos insetos sensiveis a acao de
suas toxinas. Além disso, essa bactéria ndo possui efeito poluente ao meio ambiente,

pois é inocua aos mamiferos, outros invertebrados e as plantas (WHITELEY;
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SCHNEPF, 1986). Outra vantagem proporcionada por essa bactéria é a utilizacdo dos
seus genes em plantas transgénicas. Essas plantas geneticamente modificadas séo
capazes de produzir toxinas especificas de B. thuringiensis, que sao toxicas a insetos.
Desse modo, as plantas transgénicas constituem-se em mais uma alternativa com
grande potencial de protecdo contra o0s ataques de insetos-praga, além dos
bioinseticidas & base de B. thuringiensis.

Culturas transgénicas que expressam proteinas de B. thuringiensis (Bt) séo
utilizadas no manejo de pragas em todo o mundo desde que foram comercializadas
pela primeira vez em 1996 (TABASHNIK et al., 2013; JAMES, 2014). Estas necessitam
de menos aplicacdes de agrotoxicos, reduzem custos de producdo, proporcionam
especificidade contra as pragas-alvo, além de promoverem a conservacao dos inimigos
naturais e ndo causarem danos ao meio ambiente e saude humana quando comparada
aos agrotoxicos (JAMES, 2002).

Apesar das vantagens apresentadas pelas plantas transgénicas, € recorrente a
preocupacdo com o uso generalizado de plantas Bt, pois relatos indicam que a pressao
sob insetos-alvo expostos a proteinas inseticidas acelera a selecdo de organismos
resistentes, além da preocupacdo com a emergéncia de pragas secundarias (ZHANG et
al., 2013). A evolucdo da resisténcia em populacdes de pragas pode reduzir 0s
beneficios econdmicos e ambientais de plantas transgénicas. Alguns casos de
resisténcia no campo ja foram constatados; entre eles: Busseola fusca (Fuller)
(Lepidoptera: Noctuidae) para milho crylAb na Africa do Sul (VAN RENSBURG, 2007),
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) para algodao crylAc na China
(LIU et al., 2010), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) ao milho
crylF em Puerto Rico (STORER et al., 2010), Pectinophora gossypiella (Saunders)
(Lepidoptera: Gelechiidae) para algod&o crylAc na india (DHURUA; GUJAR, 2011) e
Diabrotica virgifera virgifera (LeConte) (Coleoptera: Chrysomelidae) para milho cry3Bb1l
nos EUA (GASSMANN et al., 2011) e recentemente foi documentada a resisténcia de
S. frugiperda no Brasil (FARIAS et al., 2014).

Algumas variedades de cana ja foram projetadas com genes crylAb e crylAc,

que ja estdo presentes em cultivos comerciais de milho, algoddo e soja, a fim de
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controlar varias pragas primarias, com destaque para D. saccharalis (KOZIEL et al.,
1993; WENG et al.,, 2011). Devido a disponibilidade de eventos comerciais com
empilhamento mdultiplo de genes, tornam-se importantes os estudos de proteinas para
controle também de pragas secundéarias bem como suas interacées com 0s receptores
de membrana do epitélio intestinal destes insetos. Estes estudos permitem estabelecer
possiveis estratégias para reduzir a probabilidade da evolucéo da resisténcia.

Apesar de essas culturas transgénicas serem uma alternativa interessante no
controle de pragas, elas podem ocasionar alguns problemas como o surgimento de
populacdes resistentes (TABASHNIK et al., 2008). Portanto, o estudo da atividade das
toxinas de Bt contra populacdes suscetiveis e resistentes de lagartas, e suas interacdes
com os receptores das células epiteliais desses insetos torna-se muito importantes para
a melhor compreensdo do modo de resisténcia dos insetos.

Dessa forma o objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade das proteinas
CrylAa, CrylAc, CrylCa, Vip3Aa e Vip3Ca contra D. flavipennella e E. lignosellus e
avaliar a competicdo entre estas proteinas por receptores presentes no intestino médio
destes lepidopteros-praga. Com isso, pretendeu-se sugerir as melhores combinagdes
para construcdo de plantas de cana-de-agucar geneticamente modificadas eficientes no
controle destes insetos em estudo, bem como possibilitar o retardamento de eventual

evolucao da resisténcia destas pragas secundarias as proteinas de B. thuringiensis.
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6. CONCLUSOES

Os dados aqui apresentados revelam potencial de controle das proteinas CrylAc
e Vip3Aa de B. thuringiensis a D. flavipennella e E. lignosellus. A proteina Vip3Ca néo e
indicada para o controle de D. flavipennella. Constatou-se a presenca dos receptores
para aminopeptidase e fosfatase alcalina nas trés proteinas estudadas. Ensaios de
unido sugeriram um modelo com dois receptores distintos (CrylAa e CrylAc; Vip3Aa).
Dentre as proteinas estudadas CrylAa/Vip3Aa e CrylAc/Vip3Aa merecem destaque,
visto que ndo competem pelo mesmo receptor no intestino dos insetos estudados e
portanto, podem ser combinadas para obtencdo de plantas transgénicas piramidadas
de cana-de-acucar. No entanto, a combinacédo CrylAa/CrylAc ndo seria indicada, visto

gue ambas ocupam o mesmo sitio receptor para ambos 0s insetos.
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