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ISOLAMENTO, CARACTERIZA(}Z\O MOLECULAR E EXPRESSAO

DE UM NOVO GENE vip3Aa50 DE Bacillus thuringiensis
VIRULENTO PARA Anticarsia gemmatalis E Spodoptera frugiperda

Resumo - A bactéria Bacillus thuringiensis é vista como uma das melhores
opgdes no controle biolégico devido a agao entomopatogénica e a especificidade de
suas proteinas. As proteinas Vip3, que sido secretadas durante o crescimento
vegetativo do B. thuringiensis, atuam no controle de importantes lepidopteros praga.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar um gene vip3A de um isolado de B.
thuringiensis, expressar a proteina e verificar sua toxicidade contra larvas de
Anticarsia gemmatalis e. Spodoptera frugiperda Para tanto, o gene foi amplificado
com iniciadores especificos por PCR, gerando um fragmento de 2370 pb. O
fragmento foi clonado em vetor pGEM - T Easy para sequenciamento, subclonado
em vetor de expressao pET-28a (+) e o conjunto inserido em células de Escherichia
coli BL21 (DE3). A expressao da proteina foi induzida por IPTG, a proteina Vip3Aa50
foi visualizada em SDS-PAGE e detectada por “Western blotting”. Os ensaios de
toxicidade revelaram alta viruléncia as larvas neonatas de A. gemmatalis e S.
frugiperda, sendo as larvas da populacao de A. gemmatalis mais sensiveis. O
isolado utilizado neste estudo é altamente promissor como fonte de gene vip3A para
controle de ambas as pragas por meio da produgao de plantas transgénicas como

milho e soja.

Palavras-chave: controle biolégico, expressao heterdloga, lagarta do cartucho,

lagarta da soja, proteina inseticida vegetativa
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ISOLATION, MOLECULAR CHARACTERIZATION AND EXPRESSION OF THE

vip3Aa50 GENE FROM Bacillus thuringiensis VIRULENT TO Anticarsia
gemmatalis AND Spodoptera frugiperda

Abstract - The bacterium Bacillus thuringiensis is seen as one the best
options for the biological control due to entomopathogenic action and protein
specificity. The Vip3 proteins, which are secreted during the vegetative growth of B.
thuringiensis, act to the control the most important lepidopteran pests. The aim of this
study was to characterize a vip3A gene from an isolate of B. thuringiensis, to induce
the protein and evalute its toxicity against Anticarsia gemmatalis and Spodoptera
frugiperda larvae. Therefore, the gene was amplified by specific PCR’s primers,
generating a 2370 pb fragment. The fragment was cloned into the pGEM-T Easy
vector and subsequently, it was sequenced and subcloned into the pET-28a (+)’s
expression vector and inserted in to the Escherichia coli BL21 (DE3) cells. The
Vip3Aa50 protein expression was induced by IPTG, observed using SDS-PAGE and
detected by Western blotting. The toxicity bioassay showed intense virulence for A.
gemmatalis and S. frugiperda’s neonate larvae. The results showed that A.
gemmatalis larval population was more sensitive. The isolate used in this study is
highly promising as vip3A source gene to control both plagues through transgenic

plant production, such as, corn and soybean.

Keywords: Anticarsia gemmatalis, biological control, heterologous expression

Spodoptera frugiperda, vegetative insecticidal protein



1. INTRODUCAO

A produgdo agricola depende da interacdo de fatores abidticos e
bidticos, ou seja, inerentes a condi¢gdes climaticas e de cultivo. Os insetos
desfolhadores causam grandes prejuizos, reduzindo a area foliar responsavel
pelos processos fotossintéticos e, assim, a producgao.

A lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) reduz a producéo de graos de
soja (Glycine max), por meio do consumo de folhas de soja (MENDONCA et
al.,, 2011). E a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) alimenta-se do
cartucho do milho (Zea maiz), gerando prejuizos da ordem de 37% (MENDES
et al., 2008).

Os inseticidas quimicos de amplo espectro sdo muito utilizados na
agricultura para o controle destas pragas. A intensificagdo de aplicagdes dos
inseticidas, a fim de se manter os niveis satisfatorios de producao, pode levar a
emergéncia de populagdes resistentes e a eliminac&do de inimigos naturais, que
favorecem o surgimento de pragas secundarias, além de contribuir para a
contaminagao do ambiente.

O uso racional dos agroecossistemas faz se necessario para redugao
dos impactos ambientais causados pelo uso de defensivos quimicos na
agricultura. O Manejo Integrado de Pragas (MIP) preconiza a diversificagdo do
uso de técnicas no controle dos insetos através do controle fisico, biolégico e,
se necessario, o quimico.

A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner é amplamente utilizada no
controle biolégico a mais de 50 anos. Os produtos baseiam-se em 6&-
endotoxinas (proteinas Cry) sintetizadas pelo B. thuriringiensis durante sua
esporulagdo. Essas proteinas atuam no controle de insetos e alguns
nematoides. As toxinas Cry possuem grande especificidade nao atingindo
inimigos naturais do inseto alvo (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

B. thuringiensis sintetiza proteinas com capacidade inseticida também
durante a fase vegetativa de multiplicagdo. As proteinas inseticidas vegetativas,
Vip, sdo secretadas em uma forma soluvel e apresentam toxicidade a insetos
de importancia agronémica. A toxina binaria Vip1 e Vip2 atuam no controle de
algumas espécies das ordens Coleoptera (WARREN, 1997) e Hemiptera
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(SAMPURNA & MAITI, 2011) e as proteinas da familia Vip3A controlam
algumas espécies da ordem Lepidoptera (ESTRUCH et al., 1996), até o
momento n&o ha relatos na literatura sobre a agao inseticida da Vip4.

Essas toxinas possuem enorme potencial na aplicagdo contra insetos
insensiveis ou resistentes as proteinas Cry, pois, atuam em receptores de
reconhecimento diferentes no intestino médio do inseto (LEE; MILES; CHEN,
2006). A combinacao dos genes vip e cry sendo expressos, simultaneamente,
por meio de engenharia genética pode potencializar a atividade inseticida,
retardar ou impedir o surgimento de populagbes de pragas alvos resistentes a
agcdo das proteinas (CHANKHAMHAENGDECHA; TANTICHODOK;
PANBANGRED, 2008; CHEN et al., 2010)

As proteinas da classe Vip3 demonstram toxicidade a um amplo
espectro de lepidépteros (ESTRUCH et al., 1996), sendo que a alteragédo de
aminoacidos, que caracterizam as diferentes subclasses destas toxinas, pode
causar efeito significativo sobre a atividade inseticida das mesmas (SHEN et
al., 2009). A acao inseticida das proteinas Vip3 parece se diferenciar de uma
espécie para outra de lepiddpteros (ABDELKEFI-MERASTI et al., 2011).

Entretanto, o potencial das Vips, inerente ao controle de insetos, ndo
tem sido amplamente explorado se comparada as proteinas Cry que presentam
um numero superior de toxinas descritas e insetos testados. A busca de novos
isolados genes, a caracterizagado molecular dos mesmos, aliada aos ensaios de
eficiéncia de toxicidade, sdo de suma importancia para explorar a aplicacao
desta nova classe de toxinas de B. thuringiensis.

FIGUEIREDO (2010) objetivou-se identificar a presenca do gene vip3Aa
a partir de 1080 isolados brasileiros de B. thuringiensis pertencentes ao
LGBBA. Neste trabalho foi possivel detectar a presenca do gene vip3Aa em 55
isolados sendo estes, posteriormente, avaliados quanto a toxicidade a larvas
neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis por meio de bioensaios de
superficie com o sobrenadante da cultura. Dos 55 isolados analisados, 49%
apresentaram toxicidade alta ou média a estas larvas. No entanto, o isolado
131 destacou-se por apresentar letalidalidade de 100 % as duas espécies.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo estudar o isolado 1131
de B. thuringiensis portador de um gene Vip3A, por meio do sequenciamento

deste gene, expressdo e ensaio de toxicidade com larvas neonatas de S.



frugiperda e A. gemmatalis, a fim de se verificar o potencial deste como fonte
de gene vip3 na produgao de plantas transgénicas de milho e soja resistentes

ao ataque de ambas as pragas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bacillus thuringiensis e as proteinas Vip 3

A bactéria B. thuringiensis (Bt) é gram-positiva, aerdbia facultativa,
quimioheterotrofica, com temperatura ideal de multiplicagao “in vitro” de 30 °C.
Possui forma de bastonete, sob condi¢cbes especificas, em geral desfavoraveis
ao seu crescimento, desenvolve um ciclo de esporulacéo tipico dos bacilos.

Foi isolada pela primeira vez por um cientista japonés, S. Ishiwata, em
1902 a partir de larva de bicho da seda, Bombix mori. Porém, descrita apenas
na década seguinte por Berliner que fez o isolamento a partir de lagartas da
traca da farinha, Anagasta kuehniella, coletadas na Alemanha na regido de
Thuringia. (GLARE & O’ CALLAGHAN, 2000).

B. thuringiensis tem sido encontrado em amostras de solo, graos
armazenados, insetos mortos e superficies de plantas. Possui varios fatores de
viruléncia como as toxinas Cry, Cyt, a-exotoxinas, p-exotoxinas, hemolisinas,
enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (DE MAAGD et al.,, 2001) e as
proteinas de segunda geragdao denominadas de Vip, proteinas inseticidas
vegetativas (ESTRUCH et al., 1996).

No momento de sua esporulacao, a bactéria produz inclusdes cristalinas,
que contém uma série de proteinas (6-endotoxinas) com atividade inseticida
como as proteinas Cry e Cyt. Os bioinseticidas baseados nestas toxinas sao os
mais empregados. As formulacbes a base do B. thuringiensis sé&o
comercializadas, no mundo todo, ha mais de 50 anos (DIAS et al., 2002),
sendo que este bacilo detém de 2% do mercado de inseticidas (BRAVO et al.,
2011). Os produtos a base de B. thuringiensis séo inébcuos a mamiferos e néo
sdo poluentes, devido a sua grande especificidade, ndo atingem os inimigos
naturais do inseto alvo (SMITS 1997).

Esta bactéria destaca-se pelo amplo espectro de acao e atua no controle
de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e alguns nematodides
(BRAVO A; GILL S. S; SOBERON M, 2007). Porém, existem relatos de insetos

que se tornaram resistentes as proteinas Cry e insetos para os quais nao foi
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relatada uma proteina eficaz (TABASHNIK, 1994; DE MAAGD; BOSCH;
STIEKEMA, 1999). Os mecanismos de resisténcia tém sido descritos em varias
das etapas do modo de agdo como alteragdes no sitio de ligagdo a BBMV
("Brush Border Membrane Vesicles"), alteragcdes na atividade proteolitica no
aparelho digestivo do inseto e até aumento da velocidade deregeneragao do
tecido epitelial do intestino. Contudo, a redugéo das ligagbes da proteina aos
receptores nos intestinos dos insetos alvos destaca-se dentre estes
mecanismos (FERRE; VAN RIE, 2002). A resisténcia apresentada por insetos a
algumas toxinas Cry ndo representa uma ameaca imediata a tecnologia de
plantas Bt, haja vista que muitas toxinas com a atividade a pragas nao foram
colocadas em plantas e ainda ha possibilidade de piramidizagdo de genes
(BRAVO et al., 2011).

A busca por genes com atividade inseticida em isolados de B.
thuringiensis por meio da “Polymerase Chain Reaction” (PCR) tornou-se rotina
em estudos de caracterizacéo e isolamento (CAROZZI et al., 1991; CERON et
al., 1995; VIDAL-QUIST et al., 2009). Além da deteccdo de genes vip3, em
cepas de B. thuringiensis, tem sido aliada a esta técnica o “Restriction
Fragment Length Polymorphism” RFLP para busca de novos genes (LIU et al.,
2007; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009; SAUKA; RODRIGUEZ;
BENINTENDE, 2013). A classe de genes vip3 mostrou se mais abundante se
comparado as classes de genes vip? e vip2 no banco de isolados da China
qual foi rastreado objetivando a selecédo de novos genes para o controle de
lepidopteros pragas (YU et al., 2011). A subclasse vip3A tem sido identificada
com maior frequéncia nas analises de polimorfismo dentro da classe Vip3
(BEARD et al., 2008).

As proteinas Vip sao secretadas durante o crescimento vegetativo do B.
thuringiensis (ESTRUCH et al., 1996). Atualmente, existem mais de 60
sequéncias de genes vip descritas as quais estdo classificadas em quatro
diferentes familias: Vip1, Vip2, Vip3 e Vip4 .

A toxina binaria Vip1(100 kDa) e Vip2 (52 kDa) tem agado conjunta mas
com fungdes individuais. Apresentam atividade inseticida a larvas de insetos de
algumas espécies da ordem Coleoptera e de algumas ninfas de espécies da
ordem Hemiptera (WARREN et al., 1996; SAMPURN; MAITI, 2011). O peptideo

Vip1 possui fungdes relacionadas a translocagéao e a ligagdo a receptores no
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inseto e Vip2 fungdo enzimatica. A ligagdo da toxina binaria a um receptor de
50 kDa na microvilosidade da membrana do intestino médio de afideos do
algodao (Aphis gossypii) foi comprovada por ensaios de unido por meio de
ligante “blotting” (SAMPURNA; MAITI, 2011).

As proteinas do tipo Vip3 foram divididas em quatro classes (Vip3A,
Vip3B e Vip3C) e onze subclasses (Vip3Aa a Vip3Ai, Vip3Ba a Vip3Bb e
Vip3Ca) (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/vip.html).
Atuam no controle larvas de insetos da ordem Lepidoptera (ESTRUCH et al.,
1996). A sequéncia de aminoacidos destas toxinas ndo compartilha homologia
com quaisquer outras 5-endotoxinas conhecidas e tem demonstrado um amplo
espectro inseticida (DOSS et al., 2002; MESRATI; TOUNSI; JAOUA, 2005). O
gene Vip3A codifica uma proteina de 885 kDa que € secretada no
sobrenadante de culturas do B. thuringiensis (ESTRUCH et al., 1996).

A agao da proteina Vip3A tem sido examinada e mostra estar ao nivel do
epitélio intestinal do inseto, assim como as proteinas Cry, que apds ligarem-se
a receptores de células intestinais de insetos suscetiveis provocam uma
progressiva degeneracao da camada epitelial (YU et al., 1997), sendo assim, a
acgao das proteinas Vip se assemelha a agao das proteinas Cry.

As proteinas Vip séo sintetizadas como pro-toxinas, sofrem solubilizagao
no ambiente alcalino do intestino do inseto (pH 10) e sdo processadas por
proteases especificas transformando-as em toxinas ativas. Ligam-se a
receptores especificos, levando a formagao de canais idnicos estaveis (LEE et
al., 2006) e, em sequéncia, a lise das células, o que causa uma progressiva
degeneragao da camada epitelial. Este € o principal mecanismo de letalidade
das toxinas (YU et al., 1997). Esses processos tém como consequéncia a
parada alimentar e/ou septicemia, levando as larvas a morte.

Abdelkefi-Mesrati et al. (2011), apresentaram o efeito histopatoldgico
causado pela proteina Vip3Aa16 no intestino médio de lagartas da espécie S.
littoralis. Foram observados efeitos como formacédo de vesiculas na regido
apical e ruptura das células epiteliais provocando extravazamento de material
para o lumen. Efeitos semelhantes foram demostrados por Raussel et al.
(2000) observando o epitélio intestinal de lagartas da espécie Lymantria
monacha alimentadas com dieta contendo as proteinas Cry1A e Cry1Ac. A

desorganizagao e lise celular foram visualizadas também em lagartas de A.
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gemmatalis e S. furgiperda alimentadas com dieta tratada com B. thuringiensis
kurstaki HD-1 e HD-73 respectivamente (KNAAK, et al., 2010; KNAAK; FIUZA,
2005). Assim, os prejuizos causados a células do intestino médio a insetos
suscetiveis tem se mostrado semelhantes para as toxinas Cry e Vip3, sendo
estes processos degenerativos responsaveis pela morte do inseto.

A ligacdo a receptores do epitélio intestinal médio € uma etapa
fundamental na acédo das proteinas Cry e Vip. A toxina Vip3A e a Cry1Ac
reconhecem receptores de diferentes tamanhos na BBMV de lagartas da
espécie Prays oleae, sendo respectivamente de 65 e 210 kDa (ABDELKEFI-
MESRATI et al., 2009). Por meio de “ligand blotting” foi identificado também um
receptor putativo de 65 kDa nas lagartas das espécies S. frugiperda,
Spodoptera albula, Spodoptera cosmioides e Spodoptera eridania para a toxina
Vip3A isolada a partir da linhagem de B. thuringiensis HD-1 (BERGAMASCO et
al.,, 2013). Mas os receptores para as proteinas podem se diferenciar em
funcao das espécies de lepidopteros estudados. Abdelkefi-Mesrati et al. (2011)
verificaram a ligacdo da proteina Vip3Aa16 a receptores de 55 e 100 kDa
para as lagartas da espécie Spodoptera littoralis. Em lagartas de Manduca
sexta, a proteina Vip3A liga-se a receptores de 80 e 100 kDa (LEE et al., 2003),
sendo, assim, os receptores de tamanhos difrentes de descritos na literatura
para as proteinas Vip3 em outras espécies.

As proteinas Vip3A possuem atividade inseticida contra insetos-praga de
importancia agronémica da ordem Lepidoptera como pragas do milho e
algodéo (FANG et al.,, 2007) e revelam alta bioatividade para: lagarta do
cartucho (S. frugiperda) (SENA; HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2009),
lagarta rosca (Agrotis ipsilon), lagarta da beterraba (Spodoptera exigua)
(ESTRUCH et al., 1996), lagarta da macga (Heliothis virescens), lagarta da
espiga (Helicoverpa zea) (DOSS et al., 2002), lagarta do algodao (Helicoverpa
armigera) (BEARD et al., 2008). As Vip3A apresentam maior toxicidade contra
varios lepidopteros quando comparadas as proteinas Cry1 (ESTRUCH et al.,
1996; DONOVAN et al., 2001).

2.2 Anticarsia gemmatalis
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A lagarta da soja (A. gemmatalis) acarreta grandes prejuizos para a
cultura da soja (Glycine max) (HOFFMANN-CAMPO et al., 2003), promovendo
uma significativa perda na produgdo de graos. Segundo Panizzi e Corréa-
Ferreira (1997) a forma imatura da A. gemmatalis, popularmente conhecida
como lagarta da soja, € a mais importante espécie, dentre as lagartas
desfolhadoras, que ocorre na cultura da soja no Brasil. As lagartas de A.
gemmatalis alimentam-se das folhas de soja, destruindo tanto o limbo como as
nervuras podendo causar desfolhamento de até 100% (SILVA, 1995).

Esta lagarta € a principal praga da cultura da soja, principalmente na
regido sul. Populagdes muito elevadas deste inseto podem causar danos
severos por meio do desfolhamento. A fase de lagarta dura em torno de duas
semanas e o inseto consome, aproximadamente, 100 cm™? de area foliar,
equivalente a trés foliolos de soja (GALLO et al., 2002).

A. gemmatalis possui metamorfose completa, ou seja, seu ciclo biolégico
envolve as fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos sédo depositados pela
fémea na parte inferior das folhas, no caule, nos ramos e nos peciolos. O
periodo de incubagao da larva é de trés dias. Nos 1° e 2° instares, as larvas
raspam o parénquima foliar e a partir do 3° instar conseguem perfurar as
folhas, sendo 4°, 5° e 6° instares das fases larvais responsaveis por 96% do
consumo de massa foliar.

O controle da lagarta da soja é realizado com produtos quimico e
também com produtos biolégicos a base de B. thuringiensis var. kurstaki (Btk)
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). A linhagem expressa as toxinas inseticidas
Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac e Cry2Aa (SOBERON et al., 2009).

A lagarta da soja apresenta susceptibilidade comprovada a algumas das
proteinas cristais das classes Cry1, Cry2, Cry9. Ja foram desenvolvidas varias
linhagens de soja transgénica carregando genes Cry1 de B. thuringiensis com
o objetivo de diminuir o desfolhamento causado por lepidopteros. Estas plantas
contém genes modificados e expressam proteinas com capacidade inseticida
que coferem resisténcia a soja ao ataque das lagartas (SCHENKEL, et al.,
2008; MCPHERSON e MACRAE, 2009).

A eficacia da proteina Cry1, no controle lagarta da soja, € observada
sob condi¢cbes de campo em culturas de soja Bt e em laboratério por meio da
incorporagao do liofilizado foliar a dieta artificial (MACRAE et al , 2005). A
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proteina Cry2A, de 65 kDa, expressa de maneira heteréloga por baculovirus
Autographa californica nucleopoliedrovirus multipla (AcMNPV) recombinante
apresentou atividade toxica lagartas de A. gemmatalis a lagartas de segundo
instar, resultando uma CL5y de 1,03 ug.mL'1 (LIMA et al., 2008). A linhagem B.
thuringiensis cepa japonensis sorovar S725, também apresenta atividade
inseticida a lagarta da soja, motivando pesquisas referentes ao seu conteudo
proteico visando o controle desta lagarta. Esta estirpe expressa as proteinas
soluveis Cry1l e Vip3, além da proteina Cry9Bb de 130 kDa. A Cry9Bb
apresenta atividade inseticida a A. gemmatalis comprovada (SILVA-
WERNECK; ELLAR, 2008).

A CTNBio liberou em 2010 o evento referente a soja Bt, Intacta RR2
Pro™ que carrega o gene Cry1Ac, atuando, no controle da lagarta da soja e a

falsa medideira (Pseudoplusia includens).
2.3 Spodoptera frugiperda

A lagarta do cartucho (S. frugiperda) causa perdas nas lavouras de milho
(Zea mays), sendo um dos principais desfolhadores, reduz a producao na
ordem de 34% (MENDES et al.,, 2008), S. frugiperda, em sua fase larval,
destaca-se pelos grandes prejuizos causados a culturas de importancia
econdmica como milho, algodao, arroz, amendoim, feijao, sorgo e trigo (CRUZ;
MONTEIRO, 2004).

As mariposas possuem habitos noturnos e fazem posturas durante a
noite, ovipositando sobre folhas de milho (GALLO et al., 2002). Este inseto
apresenta metamorfose completa. Os ovos passam por um periodo de
incubacao, variando de acordo com as condicdes ambientais de temperatura.
Apds a eclosdao as lagartas alimentam-se raspando folhas e com o
desenvolvimento migram para o cartucho da planta (GRUTZMACHER;
MARTINS; CUNHA, 2000).

A lagarta demonstra preferéncia por cartuchos jovens, alimentando-se
em todas as fases do crescimento vegetal e, em razdo do canibalismo
caracteristico da espécie, € comum encontrar apenas uma lagarta por cartucho
(CRUZ et al., 1996).


http://www.ihu.unisinos.br/noticias/513170-monsanto-negocia-semente-vetada-na-china-diz-aprosoja
http://www.ihu.unisinos.br/noticias/513170-monsanto-negocia-semente-vetada-na-china-diz-aprosoja
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O controle dessa praga tem sido feito, basicamente, com o uso de
inseticidas sintéticos, sendo necessarias pesquisas com metodologias
alternativas que oferecam menor risco para o ambiente (PRATES; VIANA,;
WAQUIL, 2003).

As lagartas de S. frugiperda tem apresentado suscetibilidade as toxinas
Vip3A, sendo esta superior a observada para as Cry1, como descrito por Sena,
Hernandez-Rodriguez e Ferré, (2009) para as pro-toxinas Vip3Aa e Vip3Af
comparadas com as Cry1Ab e Cry1Fa.Recentemente foi relatado um caso de
resisténcia de lagartas de S. frugiperda a Milho transgénico expressando a
proteina Cry1F em Porto Rico. A heranga da resisténcia neste caso se mostrou
autossbmica recessiva (STORER et al., 2010). Os eventos de milho
YieldGard® MON810 (Cry1Ab) , Agrisure® (Cry1Ab), Herculex® | (Cry1F), MIR
162 (Vip3Aa), entre outros, estédo liberados para o comércio pela CTNBio no
Brasil, expressando as proteinas com atividade inseticida provenientes da

bactéria B. thuringiensis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Condigodes de cultivo bacteriano

As analises moleculares do presente trabalho foram desenvolvidas na
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal, junto ao Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia
Aplicada a Agropecuaria.

O estoque do isolado 131 de B. thuringiensis e das linhagens var.
tolworthi HD-125 e var. tenebrionis, utilizadas neste estudo como controle
positivo e negativo respectivamente, € mantido na forma de fitas de papel filtro
impregnadas com uma suspensao de esporos em agua estéril e mantidas a 4
°C. Uma aliquota da suspensdo de esporos foi estriada em placas de Petri,
contendo meio de cultura solido “Brain Heart Infusion Broth” (Himedia) (12,5
g.L " de infusdo de cérebro, 5 g.L" de infusdo de coracdo, 10 g.L™' de peptona,
2 g.L" de glicose, 5 g.L" de cloreto de sédio 5 e 2,5 g.L fosfato dissédico de
hidrogénio, 15 g.L™' de agar 15 g.L™") e acondicionadas a 30 C por 16 h. As
colénias obtidas foram inoculadas em 2 mL de meio de cultura liquido “Brain
Heart Infusion Broth” (Himedia) e multiplicadas por 16 h a 30 'C sob agitagao

constante a 200 rpm.
4.2 Extragao de DNA total

O DNA gendmico das linhagens var. tolworthi e var. tenebrionis e do
isolado 131 foram extraidos pelo método de fervura (LETOWSKI et al., 2005).
Apods periodo de cultivo, as culturas bacterianas foram transferidas para tubos
de microcentrifuga de 2 mL, e centrifugadas a 17.949 xg por 3 min a 20 °C. Os
sobrenadantes foram descartados,os precipitados ressuspensos em 400 pL de
agua deionizada estéril e em seguida agitados vigorosamente em aparelho do
tipo vortex. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 15 min em agua

a 100 °C e resfriadas por 10 min em temperatura ambiente, sendo em seguida
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centrifugadas a 17.949 xg por 15 min a 20 °C. Em seguida, 200 pL do
sobrenadante foram transferidos para outro tubo de microcentrifuga (Eppendorf
modelo 5415C). As amostras de DNA permaneceram armazenadas a -20 °C

até a sua utilizacao.
3.3 Amplificagao do gene vip3A

Os DNAs genbmicos bacterianos foram submetidos a técnica de PCR
com oligonucleotideos iniciadores VIPS (senso -
ATGACCAAGAATAATACTAAATTAAGC) VIP6 (antissenso -
GATCTTACTTAATAGAGACTACG) para amplificagdo do gene vip3A completo.
Esses iniciadores foram elaborados baseados na sequéncia do gene vip3Aa1
(GenBank acesso L48811) conforme descritos por Loguercio et al. (2002), se
anelando ao codon de iniciagao e de terminagéo do gene.

A PCR foi realizada em volume total de 25 uL, contendo: 150 ng de
DNA, 1 U de enzima “Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity”
(Invitrogen), 1 X “High Fidelity PCR Buffer” (Invitrogen), 2 mM MgSQO4, 10
pmoles do iniciador VIP5, 10 pmoles do iniciador VIPG, 0,2 mM de mistura de
dNTPs, de agua destilada deionizada estéril.

As reacbes foram realizadas em um termociclador (PTC-100
“Programmable Thermal Controller — MJ Research”, inc. com circuito “Hot
Bonnet”) e submetidas a um ciclo com um passo inicial de desnaturagao por 2
min a 94 °C, seguidos de 30 ciclos de: 1 min a 94 °C para desnaturagéo, 1 min
a 53 °C para pareamento dos iniciadores e 2 min a 68 °C para extensao e um
passo final para completa extensao de 5 min a 68 °C.

Os produtos das reagbes foram visualizados e analisados em gel de
agarose 0,8%, utilizando-se de 10 uL do produto da PCR adicionado de 3 uL
de tampao de carregamento (Tris — HCI 0,1 M, pH 6,8; azul de bromofenol a
0,02%; glicerol 50%) e 5 yL 1kb DNA “ladder” (Fermentas), o qual serviu como
referéncia de migracado eletroforética e para verificagdo dos tamanhos dos
fragmentos obtidos apés a PCR.

.0 gel, contendo brometo de etideo (0,5 pg.mL™") foi submetido a
eletroforese horizontal a 70 V por 2 h, conduzida em tampao 1 X TEB (Tris 0,4
M, EDTA 0,1M, Borato 0,01 M, pH 8,3), também adicionado de brometo de


http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=IVGNprodListLink&FeatureType=1101&Feature=280401
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etideo (0,5 pg.mL")visualizados sob fonte de luz U.V e registrados por meio de
um sistema de fotodocumentagédo digital em equipamento GEL DOC 2000

(BioRad), por meio do programa “Quantity-One”.
3.4 Clonagem do gene vip3A em vetor pGEM-T Easy

O gene vip3A completo foi clonado no vetor pGEM-T Easy (Promega).
Para tanto, foram misturados 2 uL do produto da PCR, 25 ng pGEM-T Easy, 1
X “Rapid Ligation Buffer” (Promega), 3 U T4 DNA ligase (Promega), agua

destilada deionizada estéril e a reagao foi mantidas a 4 °C por 16 h.
3.5 Transformagao bacteriana

As aliquotas de células competentes de Escherichia coli linhagem
DH10B foram retiradas do freezer - 80 °C e descongeladas em gelo. O produto
da reacgao de ligacao (vetor + inserto) com volume total de 10 uL foi adicionado
a 200 pL de células competentes para a transformacdo via choque térmico
(HANAHAN et al., 1983). Apds leve homogeneizagao, o produto da reagéao foi
mantido em gelo por 30 min. Decorrido o tempo, a reagao foi submetida a um
choque térmico, o qual foi constituido de 1,5 min a 42 °C seguido de 2 min em
gelo.

Feito isso, foram adicionados as células 800 uL de meio de cultura SOC
(128,4 pL de KCI 1M, 100 uL de MgCl, 1M, 100 pL de MgSO4 1M e 200 uL de
glicose 1M ) e estas foram mantidas a 37 'C por 1 h a 150 rpm.

Para selecao dos transformantes, uma aliquota de 100 uL das células

foi estriada em cada placa de Petri contendo meio de cultura Luria-Bertani (LB)

solido ( 10 g.L™ triptona, 5 g.L”" extrato de levedura, 10 g.L™" NaCl e 15 g.L™
agar) com ampicilina (50 pg.mL™") e 70 pL de solugdo X-Gal (0,05 g dissolvido
em 1 mL de N’'N’dimetilformamida) em cada placa. As placas foram incubadas
em estufa a 37 °C por 16 h. Os clones transformantes (col6nias brancas) foram
selecionados e transferidos para tubos de ensaio contendo meio de cultura LB
liquido com ampicilina (50 pug.mL™") e as células foram multiplicadas a 37 "C por
16 h sob agitacdo constante a 220 rpm. Posteriormente, aliquotas de 600 pL

foram assepticamente estocadas acrescidas de glicerol estéril (40%) e
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armazenadas em ultracongelador a - 80 °C. As aliquotas restantes de cada

clone foram utilizadas para a extragdo do DNA plasmidial.

3.6 Extracao do DNA plasmidial

A metodologia utilizada na extracdo de DNA plasmidial dos clones
coletados apos a transformacao foi a de Lise Alcalina com SDS (Dodecil
Sulfato de Sadio) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

A suspensdo de células, 1,5 mL, foi transferida para tubos de
microcentrifuga (Eppendorf modelo 5415C) e centrifugada por 5 min a 17.949
Xg e os sobrenadantes foram descartados. Foram adicionados as amostras 200
ML da solucédo | (25 mM de Tris-HCI pH 8,0, 10 mM de EDTA, 50 mM de D-
glicose), previamente resfriada. As mostras foram agitadas em vortex até a
completa solubilizagdo das células. As amostras foram mantida a temperatura
ambiente por 5 min em seguida, 200 uL da solugéo Il (0,2 N de NaOH, 1% de
SDS) foram adicionados.. A amostra foi misturada por meio da inversdo dos
tubos e os tubos foram mantidos no gelo por 5 min. Decorrido esse periodo,
150 uL da solucgao Ill (3 M de acetato de potassio, 2 M de acido acético) foram
acrescidos. Os tubos foram invertidos algumas vezes e mantidos por 5 min no
gelo.

Os tubos foram, em seguida, submetidos a centrifugagcdo a 17.949 xg
por 5 min. A fase aquosa (aproximadamente 500 uL) das amostras foram
transferidas para novos tubos e 500 pL de fenol/cloroformio (1:1) foram
adicionados a cada novo tubo. Apds 2 min de homogeneizacdo em vortex,
procedeu-se a centrifugacdo das amostras por 5 min a 17.949 xg. O DNA foi
precipitado por meio da adicdo de 700 uL de etanol absoluto a cada amostra.
As amostras foram homogeneizadas e mantidas em gelo por 5 min. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 17.949 xg por 5 min e o
sobrenadante foi descartado.

Ao precipitado foi adicionado 1 mL de etanol 70%, centrifugados a
17.949 xg por 5 min, seco em fluxo laminar e ressuspenso em 50 uL de TE
(Tris HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 0,1 M pH 8,0), contendo RNase A (0,01

mg/mL). O DNA foi armazenado a - 20 °C até sua utilizacéo.
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O DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotdmetro, mensurando a
absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a relacao
260/280 nm calculada segundo Sambrook e Russel, (2001) para se determinar
a qualidade e a leitura a 260 nm para se calcular a concentragdo das amostras
de DNA.

A fim de se verificar a presenga de plasmideos recombinantes foram
realizadas PCRs com os pares de iniciadores T7 e SP6 (Tabela 1), iniciadores
que se anelam ao vetor pGEM T-Easy e com VIP5 e VIPG6, par de iniciadores
que se anelam ao gene Vip3A, com o objetivo de se comprovar também, a
presenca do gene vip3A completo nos clones transformantes de E. coli DH10B

A PCR foi realizada em volume total de 20 pL, contendo: 3 uL de DNA
(50 ng), 0,4 uL de enzima Taq DNA polimerase, 2 uL de tampao de PCR, 0,8
pL MgCl, (50mM), 0,5 uL de cada iniciador (10 pmoles), 0,4 uL de mistura de
dNTPs (10 mM) e 12,4 pL de agua destilada deionizada estéril.

O ciclo de amplificagcdo foi composto de um passo inicial de
desnaturacao, 2 min a 94 °C, seguidos de 30 ciclos de: 1 min a 94 °C para
desnaturacdo, 1 min a 53 °C para pareamento dos iniciadores e 2 min a 72 °C
para extensdo e um passo final para completa extensdo de 5 min a 72 °C. As

amostras foram visualizadas e analisadas como ja descrito.

3.7 Sequenciamento do gene Vvip3A

Para a obtencdo da sequéncia completa do gene vip3A, foram utilizados
iniciadores sintetizados com base em regides conservadas de genes Vip3A
depositados no banco de dados GenBank e elaborados a partir das sequéncias

obtidas do gene vip3A do isolado 131 durante as analises (Tabela 1).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados no sequenciamento

Iniciador Sequencia (5'— 3")

'VIP5 (d) ATg ACC AAg AAT AAT ACT AAATTA AgC
WIP2 (r) TCT ggg CAC AAT AAT TTATCC

'VIP3 (d) CAggAC ATgCAT TgATTg g

'VIPG (r) gAT CTT ACT TAA TAg AgA CAT Cg

V1R (r) gCA ggT gTA ATT TCA gTA AgT gTA gAg

’61BF (d) CTC TAT gTT gAg TgA TgT AAT

’61BR (r) TCC gAC CTC ACT gCC ACT Tg

’61CR (r) TgA TCC CgT ACT CgT CC

’61DF (d) Cgg AgA TgC TAA TgT AAg g

*Primer1F (d) CCC TAC ACT TTC TAA TAC

3Primer2R (r) CCg CTT CAC TTg ATT CTAC

“T7 (d) TAA TAC gAC TCA CTA TAg gg

*SP6 (r) ATT TAg gTg ACA CTA TAg
' LOUGUERCIO et al.,( 2002); “MARUCCI , ( 2010); ® Neste trabalho; * “Kit
pGEM-T Easy Vector Systems” (Promega).

Foram realizadas reagdes de sequenciamento contendo “Big Dye
Terminator v 3.1" (Applied Biosystems), empregando-se o analisador
automatico de DNA modelo 3100 “Genetic Analyzer” ABI (Applied Biosystems).

As reacdes de sequenciamento foram constituidas de 2,0 yL de H,0O
destilada estéril, 4,0 uL de tampao de sequenciamento 2,5X (Tris-HCI 200 mM
pH 9,0 e MgCI2 5 mM), 1,0 pyL de “BigDye 3 Terminator”, 2,0 yL de DNA
plasmidial (50 ng) e 1,0 pyL do iniciador (10 pmoles) a ser utilizado. O ciclo foi
composto pelas seguintes etapas: 96 °C por 2 min, 96 °C por 10 s, 52 °C por
20 s, 60 °C por 4 min, a partir da etapa segunda os passos foram repetidos por
39 vezes e ao término do ciclo as amostras foram mantidas a 4 °C.

Em seguida, 1,0 uyL de EDTA (125 mM, pH 8,0); 1,0 uL de Acetato de
Saodio (3 mM, pH 5,2); 25,0 uL de etanol absoluto foi adicionado em cada
reacdo. As placas foram incubadas em temperatura ambiente por 15 min e
apos esse periodo as amostras foram centrifugadas 4000 rpm, 4 °C por 30 min.
O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 35,0 puL de etanol 70% a
cada amostra. O material foi centrifugado a 4000 rpm, 4 °C por 15 min. O
sobrenadante foi descartado novamente e repetida a lavagem do precipitado
com 35,0 uL de Etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, 4 °C

por 15 min e secas em fluxo laminar por 40 min.

3.8 Analise dos dados gerados por meio do sequenciamento
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As anadlises de bioinformatica foram realizadas utilizando-se a
infraestrutura do Laboratério de Bioinformatica do CREBIO (Centro de
Recursos Biolégicos e Biologia Gendmica) da UNESP Campus de Jaboticabal,
em conjunto com a equipe de Bioinformatica deste centro.

Os cromatogramas resultantes de todas as fases de sequenciamento de
DNA foram submetidos ao "base calling" (atribuicdo de qualidade para
pontuacdo de cada base lida), a montagem do fragmento por meio do
alinhamento das sequéncias e visualizagdo grafica da montagem resultante,
utilizando-se a ferramenta Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998;
EWING et al. 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998), em um computador
tipo servidor Dell PowerEdge 2900 e em ambiente operacional Linux RedHat
Enterprise 4.0.

Para que a sequéncia consenso fosse gerada, foi definido que todas as
bases deveriam ter no minimo qualidade phred >= 40, o que corresponde a
uma precisao igual ou menor do que 1 erro a cada 10.000 pb (acuracia de
99,99%). A sequéncia FASTA resultantes foi comparada com os bancos de
dados publicos nao redundantes de proteinas da ferramenta BLAST
(ALTSCHUL et al. 1990) atravées do algoritmo BLASTX, disponivel

publicamente na pagina NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.9 Clonagem do gene vip3A em vetor pET-28a (+)

Para expressao heteréloga, o gene vip3A foi sub-clonado no vetor de
expressao pET-28a (+) (Novagen) a partir do vetor pGEM-T Easy.

O vetor de expressao foi clivado com a enzima Notl (Fermentas). A
reacao foi composta de 10 ug de DNA plasmidial, 1 X tampao Notl
(Fermentas), 10 U de enzima Not | e de agua destilada deionizada estéril. A
reacao foi mantida a 37 °C por 3 h. Apds esse periodo, a temperatura foi
elevada a 65 °C e a reacdo incubada por 20 min para a inativacdo da enzima.
O vetor pET-28a (+) clivado foi submetido a reacdo de desfosforilagdo
composta de tampao para fosfatase alcalina 1X, 10U da enzima fosfatase
alcalina (Fermentas). Em seguida, o produto da reacdao de desfoforilagcao foi
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purificado com os reagentes do “kit QIAquick® PCR purification” (QIAGEN) e
visualizado em gel de agarose 0,8%.

O DNA plasmidial do clone 20 utilizado no sequenciamento do gene
vip3A foi clivado como descrito para o vetor pET-28a (+), a fim de se liberar do
vetor pGEM T -Easy o gene vip3A clonado. O produto da reacdo foi
visualizado em gel de agarose 0,8%. O fragmento referente ao inserto (gene
vip3A), foi excisado do gel e purificado com o “kit PureLink Quick Gel
Extraction” (Invitrogen).

A reacdo de ligacdo foi realizada em um volume total de 20 pL,
contendo: 120 ng do DNA inserto, 60 ng do DNA do vetor pET-28a (+), 1 X
“Rapid Ligation Buffer” (Promega), 3 U da enzima T4 Ligase (Promega) e agua
destilada deionizada estiril, senso esta mantida a 4 °C por 16 h.

O produto da reanyo de liganyo foi utilizado para transformar, por
choque tirmico, cilulas de E. coli DH10B competentes (HANAHAN et al., 1983) .
Para selecao dos transformantes, aliquotas de 100 pL das células foram
estriadas em placas de Petri contendo meio de cultura LB sdlido suplementado
com canamicina (50 pg.mL™"). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C
por 16 h. Os clones transformantes foram selecionados e transferidos para
tubos de ensaio contendo 3 mL de meio de cultura LB liquido suplementado
com canamicina (50 ig.mL™") e as células foram multiplicadas a 37 °C por 16 h
sob agitacao constante a 220 rpm.

O DNA plasmidial dos clones foi extraido como descrito na segao 4.6,
quantificado, diluido a concentragao de 50 ng.pL'1 e utilizado na PCR com os
oligonucleotideos “T7 Promoter” (5° TTA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3 ) e
“T7 Terminator” (5 GCT AGG TTA TTG CTC AGC GG 3), seguindo as
condigdes ja descritas.

A selecao do clone contendo o inserto sub-clonado na orientagao correta
foi realizada por sequenciamento. As reacgdes foram realizadas com o iniciador
“T7promoter”, seguindo as mesmas condi¢des descritas no item 3.6
(Sequenciamento do gene vip3A). Foram considerados positivos os clones cujo
sequenciamento evidenciou apds a regidao “T7 promoter” do vetor, a regido
inicial do gene, ou seja, seu cédon de iniciagao.

O DNA plasmidial de um clone foi transformado como ja descrito em
células E. coli BL21 (DE3). Para selegcado dos transformantes, uma aliquota de
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100 pL das células foram estriadas em placas de Petri contendo meio de
cultura LB sélido com canamicina (50 ug.mL™). As placas foram incubadas em
estufa a 37 'C por 16 h. Os clones transformantes foram selecionados e
transferidos para tubos de ensaio contendo 3 mL de meio de cultura LB liquido
com canamicina (50 pg.mL™") e as células foram multiplicadas a 37 C por 16 h
sob agitacao constante a 220 rpm.

O DNA plasmidial dos clones foi extraido, quantificado, diluido a
concentracéo de 50 ng.pL'1, utilizado na PCR com os iniciadores VIP5 e VIP6 e
o produto visualizado em gel de agarose como descrito anteriormente. Os
clones positivos foram assepticamente estocados em glicerol estéril (40%) e

armazenados em ultracongelador a — 80 °C.
4.10 Expressao da proteina vip3A em E. coli BL21 (DE3)

Os clones transformantes em células de E. coli BL21 (DE3) foram
cultivados em meio LB sdlido com canamicina (50 pg.mL™). Uma coldnia
isolada foi coletada e inoculada em 3 mL de meio LB liquido suplementado com
canamicina (50 ug.mL™") multiplicada a 37 °C por 16 h sob agitagcéo constante a
250 rpm. Um volume de 1,5 mL desta pré-cultura foram transferidos para cada
in6culo de 250 mL de meio LB liquido suplementado com canamicina (50
ug.mL™). Os inéculos foram submetidos a agitagdo a 250 rpm, a 37 °C até
atingir D.Ogpo 0,6. A expresséo da proteina Vip3 foi induzida pela adigao 0,5
mM IPTG. As culturas foram mantidas a 200 rpm, 22 °C por 16 h.

Decorrido o tempo de indugdo, as células foram coletadas por
centrifugacéo a 17.400 x g por 20 min. Os “pellets” foram ressuspensos em
tampao fosfato 20 mM (0,02 M NaH,;PO4.H,0; 0,02 M Na;HPO4.H,0O; 0,5 M
NaCl; pH 7,4), 150 pL lisozima (100 mg.mL™"), 50 uL DNAse (1 mg.mL™"), 5 uL
PMFS (0,1 M) incubando-se por 30 min, com agitacéo de 100 rpm a 37 °C. Em
seguida, as amostras foram submetidos a sonicagao por 2 vezes de 60 s, com
10 s de pausa, com “power” em 60%. As amostras foram centrifugadas por 30
min, a 17.400 xg a 4 °C. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos
Falcon de 15 mL estéreis e armazenados a - 20 °C até a sua utilizagao.

A verificacdo da expressao proteica foi realizada por meio de resolugao

em gel SDS-PAGE, sendo o de separacao a 12% e o de empilhamento a 5%
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de conforme Laemmli (1970). Foram adicionados 10 yL de tampao de amostra
[Tris-HCI 0,187M, pH 7,0 SDS 2,0% (m/v), azul de bromofenol 1,0% (m/v),
glicerol 27% (v/v)] e B-mercaptoetanol 5,0% (v/v) as aliquotas de 20 pL do
lisado bacteriano da cultura induzida e n&o induzida e submetidas por a 100°C
por 2 min. Em seguida, as amostras e 10 yL do marcador “Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder” (Fermentas) foram aplicadas no gel. A
eletroforese foi realizada em tampao Tris-Glicina (50mM Tris, pH 8,6, 1,92 M
glicina e 1% SDS), a 30 mA e 300V por 80 min, utilizando o equipamento
eletroforese vertical “Mini Protean II” (Bio-Rad). O gel foi corado com
“Coomassie-Brilliant Blue” R-250 0,1% (m/v), dissolvido em 50% de metanol e
10% de acido acético sob agitacdo por 20 min. A descoloragdo do gel foi
realizada com solugdo descolorante (10% de metanol e 10% de acido acético)
sob agitagao por 3 h.

A concentragcdo das proteinas totais presentes no lisado da cultura
induzida foi determinada por Bradford (1976) e a concentragdo da proteina
induzida, Vip3A, foi determinada por densitometria apos a separacdo SDS-
PAGE a 12% com o programa “Bionumerics” (Applied-Maths) utilizando a

soroalbumina bovina (BSA) como padréo para construgéo da reta.
3.11 Detecc¢ao da proteina Vip3A por “Western blotting”

Para a realizagdo do “Western blotting” segundo Towbin et al. (1979),
um gel como descrito foi preparado e ndo corado. O conteudo deste foi
transferido para uma membrana “Amersham Hybond-P PVDF” (GE Healthcare)
com auxilio do equipamento Trans - blot SD (Bio-Rad), segundo instru¢des do
fabricante da cuba de eletroforese e submetido a 100 V, 350 mA por 1 h.

A membrana foi colocada em uma solu¢ao bloqueadora de 10 mL de
tampao PBS-T (NaCl 8 g.L™"; KCI1 0,2 g.L™"; Na;HPO, 1,44 g.L"; KH,HPO4 0,24
g.L™" e Tween-20 0,1% v.v'") adicionado de leite em p6 desnatado 5% m.v™"' sob
agitacdo por 1 h. A membrana foi enxaguada duas vezes com PBS-T e
colocada em solugdo com anticorpo anti-histidina (Sigma) : PBS-T (1 : 5000). A
membrana foi incubada nesta solugao sob agitacao por 1 h. Depois lavada com
uma solugao de PBS-T. Posteriormente foi colocada em solugdo com anticorpo

anti-lgG conjugado com peroxidase (GE) : PBS-T (1 : 5000). A membrana foi
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incubada nesta solugédo sob agitagdo por 1 h. Depois transferida lavada com
uma solucéo de PBS-T.

A revelagdo foi realizada com “SIGMAFAST ™ DAB With Metal
Enhancer Tablet Set” (Sigma-Aldrich), na forma de drageas dissolvidas em 15
mL de agua deionizada, sob agitacdo até a visualizagdo das bandas na
membrana. A membrana foi lavada em agua deionizada para interrupgédo da

reacao, seca em temperatura ambiente e, ao final, guardada ao abrigo da luz.

3.12 Bioensaios com Spodoptera frugiperda e Anticarsia

gemmatalis

Nos bioensaios, foram utilizadas lagartas recém-eclodidas (neonatas)
provenientes da criacdo massal mantida pela empresa Gravena LTDA. Os
bioensaios foram mantidos sob condicdes climaticas controladas: temperatura
25 + 2°C, umidade relativa do ar 70%, + 10% e luminosidade 14 h de luz: 10 h
de escuro.

As diferentes concentracdes da pré-toxina Vip3A, diluida em solugao de
tampao fosfato 20 mM em um volume de 50 uL, foram aplicadas sobre dieta
artificial (PRACA et al.,, 2004) em placas de poliestireno de 128 pocgos (Bio-
Assay Tray — Bio-Serv). Para determinagao da concentracao letal para 50% e
90% das lagartas (CLso € CLgp), foram utilizadas as concentragdes 0, 5; 15; 30;
50; 150; 500; 1500 ng.c:m'2 para S. frugiperda e 0; 12; 25; 50; 100 ; 200 e 1000
ng.cm™ para A. gemmatalis decididas em ensaios preliminares.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
quadriplicata, com 16 lagartas por repeticdo. A mortalidade foi avaliada no
sétimo dia apdés a exposicdo das lagartas a dieta com proteina inseticida
vegetativa. A CLsp e a ClLgy foram calculadas por meio da analise probit
utilizando o programa de estatistica POLO-PC (LeOra Software,. Berkeley,
CA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genes vip de B. thuringiensis tém sido buscados em colegdes,
isolados, sequenciados, clonados e expressos em E. coli outros
microrganismos e plantas para estudos de fungao e atividade inseticida, devido
ao grande potencial desta classe de proteinas inseticidas no controle de pragas
agricolas de interesse econdmico (ABDELKEFI-MERASTI et al., 2011).

A amplificagao do gene vip3A do isolado 131 de B. thuringiensis com 0s
iniciadores especificos permitiu a clonagem do gene completo no vetor pGEM-
T Easy, partindo do codon de iniciagado (ATG) até o codon de terminagao (TAA)
(Figura 1). Este vetor possui extremidades 5 com um nucleotideo timina e a
enzima utilizada na amplificacdo, segundo o fabricante, adiciona o nucleotideo
adenina a extremidade 3’ do produto amplificado. Assim, as extremidades
sobressalentes do vetor e do inserto foram facilmente unidas por meio de uma

reacao de ligagdo em fungdo de sua complementaridade.
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Figura 1. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente
2370 pb correspondente ao gene Vvip3A amplificado por PCR,
utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores VIP5-VIP6 em gel de
agarose 0,8%. MM: marcador de massa molecular 1kb DNA “ladder”
(Fermentas); 1: Isolado 131; 2: B. thuringiensis var. tolworthi HD-125
(controle positivo) e 3: B. thuringiensis var. tenebrionis (controle
negativo).

As colbnias portadoras do inserto de interesse foram selecionadas com
base no sistema de /lacZ. As coldénias com coloragdo branca, apos cultivo em
meio induzido com IPTG, e em presenca de X-Gal, foram coletadas, por serem
possiveis portadoras do gene vip3A.

A selecdo de clones contendo o gene Vip3A, para o posterior
sequenciamento foi realizada com sucesso, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores T7 e SP6 que flanqueiam o sitio de clonagem no vetor pGEM T-
Easy e os iniciadores VIP5 e VIP6 que foram utilizados para amplificagdo do
referido gene (Figura 2 e 3). Os clones 5, 19 e 20 foram selecionados para o

sequenciamento por apresentarem o tamanho de fragmento para amplificacéo
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com os iniciadores T7-SP6 e VIP5-VIP6, indicando a clonagem do gene
completo.

Figura 2. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente
2600 pb correspondente a amplificagcdo da regido de clonagem do
vetor pGEM T-Easy e gene vip3A clonado, utilizando-se o par de
oligonucleotideos iniciadores T7-SP6 em gel de agarose 0,8%. MM:
marcador de massa molecular 1kb DNA “ladder” (Fermentas); 1-20:
clones selecionados de E. coli DH 10B.



25

MM 11 12 ._
PR+ {91+« fa1e < 1

2,0kbT

Figura 3. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente
2370 pb correspondente a amplificagcdo do gene vip3A clonado no
vetor pGEM T-Easy, utilizando-se o par de iniciadores VIP5-VIP6 em
gel de agarose 0,8%. MM: marcador de massa molecular 1kb DNA
“ladder” (Fermentas); 1-20: clones selecionados de E. coli DH 10B.

Os iniciadores utilizados nas reacdes de sequenciamento cobriram de
maneira satisfatéria a extensdao do gene permitindo a obtengcdo de uma
sequencia Fasta com elevada qualidade. Em todo o processo, foram
sequenciados 192 “reads”, dentre os quais 150 foram considerados com
qualidade suficiente para serem incluidos na montagem do gene vip3 pelo
programa Phred/Phrap/Consed. Como resultado, obteve-se um “contig” (uma
regido contigua de alinhamento) contendo 145 “reads” e 2376 pares de bases.
Nesta fase, o gene foi montado completamente, com todas as bases com
qualidade estatistica (QV) de valor superior a 40, ou seja, segundo a formula
QV=-10log1o a probabilidade de erro das bases utilizadas foi inferior a 0,010%.

A sequéncia de nucleotideos, contendo 2370 pb, codificando 789

aminoacidos, foi submetida ao banco de dados GenBank, recebendo o nimero
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de acesso JQ946639. Apds o deposito concluido, a sequéncia foi enviada ao
banco de dados "Bacillus thuringiensis:  Toxin  Nomenclature"
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/) para analise e
classificagao recebendo a denominagao de gene vip3Aab0.

Por meio da comparagao do gene vip3Aab0 com sequéncias depositas
nos bancos de dados publicos n&o redundantes de proteinas, usando algoritmo
BLASTX, foi possivel verificar que o gene vip3Aa50 apresenta uma sequéncia
de aminoacidos com 99% de similaridade com outras proteinas ja depositadas
(Figurad). As substituicbes de aminoacidos evidenciam a presenca de um novo
alelo da classe Vip3Aa em funcdo das mutagdes pontuais observadas na
sequencia (CRICKMORE et al., 1998).

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

1 Alignments o
eqetative insecticidal protein Vip3V [Bacillus thuringiensis serovar chinensis CT-43] =qblAANB0738 1|AF373030 1 vegetative insecti 1531 1531  99% 0.0 99% YP 0055697051
eqetative insecticidal protein [Bacillus thuringiensis 1531 1531 099% 0.0 99% AAWE5132.1
vip3A(a) [Bacillus thuringiensis] >qblAAQ23140 2| VIP3AI [synthetic construct] >qbABG20428 1| Vip3Aa [synthetic construct =gpjarky. 1531 1531 99% 0.0 00% AAC3T0361
Vip3A [Bacillus thuringiensis] >gbJAAD32350 1] Vip184 [Bacillus thuringiensis 1530 1530 99% 0.0 99% AA
eqetative insecticidal protein [Bacillus thuringiensis 1529 15290 099% 0.0 99% Aav
veqetative insecticidal protein Vip3Aa45 [Bacillus thuringiensis 1529 1529 9%% 0.0 99%
eqetative insecticidal protein [Bacillus thuringiensis 1529 1529 99% 0.0 99% AAX
eqetative insecticidal protein [Bacillus thuringiensis 1529 1529 99% 0.0 99%

1528 1528 99% 0.0 09% ABG2042

vegstative insecticidal protein [Bacillus thuringiensis 1528 1528 Q9% 0.0 99%

Figura 4. Alinhamento da sequéncia do gene vip3Aa50 obtida a partir do
isolado 1131 de B. thuringiensis realizado dia 30 de janeiro de 2013,
utilizando o algoritimo BlastX da ferramenta Blast, disponivel
publicamente na pagina do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A sequéncia de aminoacidos da proteina Vip3Aa50 (AAC37036)
apresenta 99% de similaridade com a proteina Vip3Aa1. Estas substituicoes
levaram, respectivamente, a troca dos aminoacidos: treonina por asparagina
(posicao 2), aspartato por asparagina (posi¢cao 80), lisina por cisteina(posigéo
284).

Foi possivel observar que a sequéncia de aminoacidos da proteina
Vip3Aa50 apresenta 99% de similaridade com 10 sequéncias depositadas no
banco de dados GenBank e no ao banco de dados "Bacillus thuringiensis:
Toxin Nomenclature" com seguintes numeros de acesso : Vip3Aa7
(AAK95326.1), Vip3Aa10 (AAN60738.1), Vip3Aa11 (AAR36859.1), Vip3Aai2
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(AF500478.2), Vip3Aa15 (AAP51131.1), Vip3Aa21 (ABD84410.1), Vip3Aa33
(ACY38212.1), Vip3Aa34 (ACY38213.1), Vip3Aa36 (ADF43020.1) e Vip3Aa37
(ADJ18213.1). Estas substituicdes levaram, respectivamente, a troca dos
aminoacidos: treonina por asparagina (posi¢cao 2), aspartato por asparagina
(posicao 80).

A proteina Vip3Aa50 apresenta 98% de similaridade com a proteina
Vip3Aa14 (AAQ12340), cujo gene foi sequenciado a partir de uma linhagem de
B. thuringiensis var. tolworthi. Estas substituicoes levaram, respectivamente, a
troca dos aminoacidos: treonina por asparagina (posicdo 2), aspartato por
asparagina (posigao 80), glutamato por glicina (posigao 214), treonina por prolina
(posicao 220), fenilalanina por serina (posigao 274), alanina por leucina (posigao
280), leucina por prolina (posigao 323), isoleucina por valina (posicdo 358),
cisteina por glicina(posigao 401), glutamato por glicina (posicao 406), cisteina por
prolina (posicao 407), treonina por prolina(posi¢ao 411), serina por lisina (posigéo
536), asparagina por treonina (posicao 633), metionina por isoleucina (posi¢éo
755), fenilalanina por leucina (posi¢ao 760), glutamato por glicina (posi¢cao 761),
tirosina por asparagina (posigao 776), histidina por lisina (posigéo 782).

A alteragdo de aminoacidos pode causar efeito significativo sobre a
atividade inseticida das toxinas como observado por Shen et al., (2009). No
trabalho, relataram que poucas substituicdes de aminoacidos entre as
proteinas Vip3Aa26 e Vip3Aa27 acarretaram em atividade inseticida da
proteina Vip3Aa27 as espécies Trichoplusia ni, S. exigua e H. armigera e para
Vip3Aa26 somente a T. ni, ou seja, proteinas de mesma subclasse, porém com
espectro de acao diferente. As substituicbes de aminoacidos Vip3Aaz26
(EU294496.1) em relacao a Vip3Aa27 (EU332167), respectivamente, sdo as
seguintes: arginina por lisina (posi¢éo 91), acido aspartico por glicina (posi¢ao
223), asparagina por acido aspartico (posigdo 342), lisina por acido glutamico
(posicao 398), acido glutamico por glicina (posicédo 491), prolina por leucina
(posicdo 514), arginina por histidina (posicao 608), alanina por treonina
(posicao 640), fenilalanina por leucina (posigdo 662), fenilalanina por leucina
(posigao 716), treonina por isoleucina (posi¢ao 767).

A regidao N-terminal das proteinas Vip3 é altamente conservada assim,
as diferengas entre as sequencias de aminoacidos observadas nas proteinas

desta familia encontram-se principalmente acumuladas na regido C-terminal. A
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selecao positiva pode ser visualizada a partir do sitio 705 até o sitio 809 em
uma regiao de “loop” da proteina segundo analise computacional da estrutura.
A conformacgao da proteina pode ser importante para sua unido aos receptores
no inseto. A diversidade vista dentro da familia das proteinas Vip pode ter se
ocasionado em funcido das pressdes positivas relacionadas a ampliacido do
espectro de inseto alvos (WU et al., 2007).

Selvapandiyan et al. (2001) realizaram a delegao de codons na regido N-
terminal e na regido C-terminal do gene vip3Aa9 em ensaios isolados. A
expressao heteréloga das proteinas pds-modificagées, por E. coli, permitiu
constatar a ocorréncia na alteragdo da atividade inseticida da proteina. Sendo
que a delecdo de aminoacidos na regido N-terminal ndo afetou toxicidade
contra as larvas de Chilo partellus, mas reduziu a toxicidade frente
a Spodoptera litura. Ja a delecao de aminoacidos da regido C-terminal reduziu
a toxicidade da proteina a C. partellus e extinguiu a toxicidade da proteina S.
litura. Estes resultados indicam uma resposta individual de cada espécie a
agao de uma dada toxina em fungcédo de sua composicao de aminoacidos.

Ha assim, a necessidade de se analisar a sequéncia de aminoacidos de
cada proteina e testa-las frente a diferentes insetos, a fim de se encontrar a
melhor opcédo de controle para cada inseto praga. Neste sentido, para a
expressao do gene vip3Aab0 foi escolhido o vetor pET-28a (+) (Novagen). Este
vetor possui origem de replicagdo para E. coli, marcador de selegdo para
resisténcia a canamicina, regido de clonagem com sitios para multiplas
enzimas de restrigdo, promotor T7 induzivel por IPTG (Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo) e uma sequéncia de hexa-histidina no N-terminal. A
expressdo da hexa-histidina fusionada a regido N-teminal da proteina
recombinante permite sua detecgdo por “Western blotting” e purificagdo em
coluna de afinidade.

O gene completo e ja sequenciado foi sub-clonado com sucesso a partir
do vetor pPGEM-T Easy no vetor de expressao pET-28 (+), utilizando para isso o
sitio de reconhecimento presentes ambos os vetores da enzima de restricdo
Notl (Figura 5).
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Figura 5. Eletroforograma da reagao de restricao utilizando a enzima Not/ em
gel de agarose 1,5%. MM: marcador de massa molecular 1kb DNA
‘ladder” (Fermentas); (A) DNA plasmidial do clone C-20, contendo o
gene vip3Aab0 (2,37 Kb) proveniente do isolado 131 clonado no vetor
pGEM T-Easy (3 Kb); pET-28 (+) (5,3Kb).

Pode se identificar os clones 1, 3, 7 e 17, contendo o gene vip3Aa50
inseridos no vetor pET-28a (+) por meio de PCR com o os iniciadores “T7
promoter” e “T7 terminator” (Figura 6). As sequéncias destes iniciadores
flanqueiam os sitios de clonagem de no vetor pET-28a (+), permitindo assim,
verificar a presenga ou auséncia do inserto, por meio do tamanho do fragmento

amplificado.
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3,0kb
2,5kb

0,25kb

Figura 6. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente
2600 pb correspondente a amplificacdo da regido de clonagem do
vetor pET-28a (+) com o gene vip3A clonado e 250 pb pET-28a (+)
recircularizado, utilizando-se o par de oligonucleotideos iniciadores T7
promoter-T7 terminator em gel de agarose 0,8%. MM: marcador de
massa molecular 1kb DNA “ladder” (Fermentas); 1-19: clones
selecionados de E. coli DH 10B.

Apo6s a selecdo de quatro clones, optou-se por confirmar se vetor e
inserto estavam na mesma fase de leitura por sequenciamento. A partir do
sequenciamento do DNA plasmidial dos clones selecionados com iniciador “T7
promoter”, foi possivel verificar que o clone 1 apresentava o inserto na posi¢cao
correta, evidenciando o cédon de iniciagdo ATG “in frame” ao promotor
presente no vetor de expressdo pET-28a (+) (Figura 7). O DNA plasmidial
deste clone foi utilizado na transformacéo de células competentes de E. coli
BL21 (DE3) (Figura8).
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Clone1>
ANTCCNTTTGTTTAANNTTAAGAAGGAGATATACCCNGGGCAGCAGCCATCATC
ATCATCATCACAGNGGCGGCTGGTGCCGCGCGGCANCCCTATGGCTAGCATG
ACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCACAAGC
TTGCGGCCGCGGGAATTCGATTATGACCAAGAATAATACTAAATTAAGCACAA
GAGCCTTACCAAGTTTTATTGATTATTTTAATGGCATTTATGGATTTGCCACTGGT
ATCAAAGACATTATGAACATGATTTTTAAAACGGATACAGGTGGTGATCAACCCT
AGACGAAATTTTAAAGAATCAGCAGTTACTAAATGATATTTCTGGTAAATTGGAT
GGGGTGAATGGAAGCTTAAATGATCTTATCGCACAGGGAGACTTAAATACAGAA
TTATCTAAGGAAATATTAAAAATTGCAAATGAACAAAATCAAGTTTTAAATGATGTT
AATAACAAACTCGATGCGATAAATACGATGCTTCGGGTATATCTACCTAAAATT
ACCTCTATGTTGAGTGATGTAATGAAACAAAATTATGCGCTAAGTCTGCCAATAG
AATACTTTAAGTAANCAATTGCNAGAGATTTCNTGATAAGTTGGATATTATTAATG
TAAATGTACTTATTAACCTCTACACTTACTGAAATTACNCCCTGCGTNTCANAGG
ATTAATATGTGANCGAAAAATTTGAGGNATTNACTTTGCTCNGGAACCNGTTCAA
ANGTAAAAAGGATGGCTCCCCNGCANATATCCTTGANGNGTTAACNNGNNTTAA
CTGANCTNNCNAA
Figura 7. Sequéncia parcial de nucleotideos do gene vip3Aab0 clonado no
vetor pET-28a (+) do clone 1 de E. coli DH10B. Em vermelho, esta a
sequéncia do vetor pET-28a (+), sendo a hexa-histidina grifada. Em
amarelo, esta destacada a sequéncia inicial do gene vip3Aa50, sendo
grifado o cédon de inicio, ATG, do gene vip3Aa (metionina inicial).

Figura 8. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente
2370 pb correspondente a amplificagdo do gene vip3A clonado no
vetor pET-28a (+), utilizando-se o par de oligonucleotideos iniciadores
VIP5-VIP6 em gel de agarose 0,8%. MM: marcador de massa
molecular 1kb DNA ladder (Fermentas); 1 & 10: clones selecionados
de E. coli BL 21 (DE3).
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A analise pela técnica SDS-PAGE evidenciou a presenga de uma banda
com peso molecular de aproximadamente 88,5 kDa na cultura induzida, assim
como era esperado para proteina Vip3Aa50 e como foi descrito por Estruch et
al. (1996) (Figura 9). Foi possivel confirmar a expressao da proteina Vip3Aa50
por “Western blotting” (Figura 10). O reconhecimento da hexa-histidina ligada
ao N-terminal da proteina Vip3Aa50 propiciou reagdo com o anticorpo anti-
histidina, evidenciando a expressdo em ambas as culturas, sendo mais

pronunciada na cultura induzida e basal na nao induzida.

M 1 2

135 kDa «——

-
95 kDa «——
— 88 kDa

-

-

Figura 9. Gel de SDS-PAGE do lisado bacteriano da E. coli portadora do vetor
pET-28a (+) contendo o '\?ene vip3Aa50 M: marcador de massa
molecular (KDa) “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”
(Fermentas). 1. lisado de E. coli obtido da cultura ndo induzida. 2.
lisado de E. coli obtido da cultura induzida, contendo uma proteina de
aproximadamente 88 kDa.
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95kDa +—— — B et

72kDa «——

Figura 10. “Western blotting” do lisado bacteriano da E. coli portadora do vetor
pET-28a (+) contendo o'\?ene vip3Aa50 M: marcador de massa
molecular (kDa) “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”
(Fermentas). 1. Lisado de E. coli obtido da cultura induzida. 2. Lisado
de E. coli obtido da cultura ndo induzida, presenca em 1 e 2 a reagao
da proteina de aproximadamente 88 kDa com o anticorpo anti-
histidina.

Os valores da CLsp e ClLg para a pro-toxina Vip3Aa50 contra as lagartas
neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis foram estimados por analise probit
(Tabela 2). A aplicagao da pro-toxina sobre a dieta artificial tem se mostrado
eficiente na realizagdo de ensaios de toxicidade contra lepidépteros praga. Esta

metodologia tem apresentado a vantagem de consumo de menor quantidade
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de proteina no processo se comparada a incorporacao da toxina a dieta, sendo
o efeito de ambas similares (ALl e LUTTRELL, 2011).

A pro-toxina Vip3Aa50 apresentou alta toxicidade a ambas as espécies
de lagartas. Porém, se comparados os valores de CLsy e ClLgy encontrados
neste estudo a susceptibilidade das lagartas da espécie A. gemmatalis foi
maior que para as de S. frugiperda. A proteina Vip3Aa50 foi mais ativa a
lagartas de A. gemmatalis cerca de 4 vezes do que a lagartas de S. frugiperda
ao nivel de CLso. Sendo esta diferenga mais pronunciada ao nivel de CLgg, no
qual a proteina apresenta quase 9 vezes mais eficiéncia para o controle de A.
gemmatalis. Os controles negativos ndo causaram mortalidade as larvas de
ambas as espécies durante os ensaios nas condigdes descritas.

Aranda, et al., (1996) relatou a interacdo de proteinas Cry com células
epitelial do intestino médio de lagartas de S. frugiperda. Estes autores
cosideraram toxicas as proteinas Cry1C e Cry1D com CLsy de 31 e 77 ng.cm™
respectivamente e nao toxicas as proteinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1B e
Cry1E com CLsy superiores a2000 ng.cm™ .As proteinas com alto grau de
viruléncia apresentaram saturacao e especificidade no processo de interacao.
Ja as nao toxicas como a Cry1Ab apresentaram interacao inespecifica, pois a
adicdo de altas concentragbes do homologo nédo causou efeito negativo na
ligacdo da mesma. A proteina Vip3Aa50 se mostrou altamente virulenta as
larvas neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis se comparadas a este
estudo. O modo de acdo das proteinas Vip3 ainda nao foi totalmente
desvendado, porém sua toxicidade elevada como a observada neste estudo
podem ser indicios de uma interacdo com saturacao e especificidade no nivel

de células epitelial do intestino médio destas espécies.

Tabela 2. Viruléncia de larvas neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis a pro-
toxina Vip3Aa50

Espécie CLso (ng.cm™) CLgo (ng.cm™) b+(EP)® X°
(IC Min. - Max.)? (IC Min. - Max.)?
S. frugiperda 79,6 (51,1 — 129,6) 547,5(289,4 —1630,8) 1,5+0,2 1,660
A. gemmatalis 20,3 (14,5-27,5) 62,7 (43,5-116,8) 2,6+0,5 0,738

2(IC Min. - Max.): Intervalo de confianca (IC 95%); °b + (E P) : Coeficiente
angular da reta e Erro Padrao.
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A toxicidade das proteinas para as espécies de insetos pragas pode
variar em funcao de diferentes fatores como a ativacdo de uma mesma pré-
toxina em toxina, ou ainda devido a alteragdes nos receptores da membrana do
epitélio intestinal do inseto. A protedlise de pro-toxinas utilizando o suco
intestinal de lavas de diferentes espécies pode acarretar diferencas no tempo
de ativacdo, tamanho de fragmentos gerados “in vitro” e na atividade inseticida
das toxinas “in vivo” como observado por Chakroun et al. (2012) para as
lagartas de S. frugiperda e S. exigua e Abdelkefi-Mesrati et al. (2011b) para as
lagartas Anagasta. kuehniella e S. littoralis. Assim como, agdo pode ser
diferenciada ao nivel de receptor como observado por Bergamasco et al.
(2013) com a parcial competicdo das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 para S.
eridania, além da maior atividade insetida da proteina Cry1la10 se comparada
a Vip3Aa ao nivel de CLsp, sendo o oposto do observado para S. frugiperda, S.
cosmioides e S. albula no mesmo estudo.

Quanto aos ensaios de toxicidade, resultados semelhantes para S.
frugiperda foram relatados por outros autores, como Sena et al. (2009), que
sob condi¢gdes semelhantes relataram uma CLsy de 49,3 ng.cm'2 para este
inseto praga sendo esta proxima aos limites encontrados neste estudo.
Chakroun et al. (2012) observou uma CLs de 340 ng.cm™ para lagartas de S.
frugiperda com a pré-toxina Vip3Aa16, sendo esta 4 vezes superior a CLsg
encontrada neste estudo, porém dentro dos limites da CLgo aqui descrita. O
resultado diferiu também de Fang et al. (2007) que, estudando a proteina
Vip3Aa1l em ensaio de toxicidade com a mesma espécie obtiveram uma CLsg
de 6,9 ng.cm™, ou seja cerca de 11 mais ativa a larvas de S. frugiperda.

Em estudos realizados por Sena et al. (2009), foram analisadas a
toxicidade e a interacdo de ligagdo das proteinas Vip3Aa, Vip3Af, Cry1Ab e
Cry1Fa a BBMV em lagartas de S. frugiperda. Foram resultantes nos ensaios
de toxicidade as CLsp de 49,3 ng.cm™ para Vip3Aa, de 21 ng.cm™ para Vip3Af,
de 867 ng.cm? para Cry1Ab e de 170 ng.cm? para Cry1Fa. Portanto, as
lagartas desta populagdo se mostram mais sensiveis as proteinas do que as
proteinas Cry1. Foi possivel observar nos ensaios de ligagdo que as proteinas
Vip3A e Cry1 estudadas tém sitios de ligagao independentes nos receptores
intestinais deste inseto. Mas ocorre competicdo pelo mesmo sitio entre as

proteinas Cry1Ab e Cry1Fa, assim como Vip3Aa entre Vip3Af. No entanto, para
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a lagarta da soja (A. gemmatalis) ndo sao encontrados estudos com as
proteinas Vip3A, sendo o controle desta descrito principalmente com uso de
isolados expressando as toxinas Cry1 (GOBATTO et al., 2010), Cry 2 e Cry9
(FIUZA et al., 2012).

As proteinas Vip3A tem apresentado enorme potencial na aplicagéo
contra insetos n&o suscetiveis ou resistentes as proteinas Cry, pois
apresentam auséncia de homologia na sequéncia de aminoacidos com estas
proteinas. Além, das proteinas Vip3 poderem estar junto com as toxinas Cry
nas plantas piramidadas para driblar possivel resisténcia desses insetos as
culturas Bt, haja vista que as Vip parecem ter outro modo de agédo e ocuparem
outros receptores diferentes no epitélio intestinal do inseto alvo. Mas, para
tanto, ha a necessidade de se analisar as combinag¢des de toxinas para cada
inseto alvo. Pois possiveis particularidades podem ocorrer como para as
lagartas da espécie S. eridania que parecem ter um receptor comum para as
toxinas Vip3A e Cry1l, apesar de serem descritos para outras lagartas do
mesmo género a independéncia de receptores para estas proteinas
(BERGAMASCO et al., 2013).

Estudos referentes a composicdo das proteinas Vip3 associados a
estudos de funcdo destas proteinas por meio de de dele¢des e/ou fusdo de
aminoacidos aliados a efeito toxico a diferentes insetos podem contribuir com o
eficaz controle de pragas e retardar a selegcdo de resisténcia a toxinas de B.
thuringiensis. O alto nivel de atividade inseticida da proteina Vip3Aa50 do
isolado 1131, envolvido no presente estudo, o torna excelente candidato como
fonte do gene vip3A para emprego em plantas transgénicas piramidizadas com

genes cry.
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5. CONCLUSOES

Os estudos realizados, neste trabalho, permitiram o isolamento e
obtencdo da sequéncia de um novo gene Vvip3A a partir do isolado 1131 de B.
thuringiensis pertencente a colegcdo Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada. A proteina Vip3Aa50, codificada por este gene, foi
expressa na forma ativa, demonstrando ser eficiente no controle de larvas
neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis. A populagdo de A. gemmatalis
utilizada neste estudo mostra-se mais sensivel a esta pro-toxina do que a de S.
frugiperda. Assim os dados encontrados neste trabalho fazem do isolado 1131
um candidato altamente promissor como fonte de gene vip3Aa para controle de

S. frugiperda e A. gemmatalis por meio da produgéo de plantas transgénicas.
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