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ISOLAMENTO, CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR E EXPRESSÃO 
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 

opções no controle biológico devido à ação entomopatogênica e a especificidade de 

suas proteínas. As proteínas Vip3, que são secretadas durante o crescimento 

vegetativo do B. thuringiensis, atuam no controle de importantes lepidópteros praga. 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar um gene vip3A de um isolado de B. 

thuringiensis, expressar a proteína e verificar sua toxicidade contra larvas de 

Anticarsia gemmatalis e. Spodoptera frugiperda Para tanto, o gene foi amplificado 

com iniciadores específicos por PCR, gerando um fragmento de 2370 pb. O 

fragmento foi clonado em vetor pGEM - T Easy para sequenciamento, subclonado 

em vetor de expressão pET-28a (+) e o conjunto inserido em células de Escherichia 

coli BL21 (DE3). A expressão da proteína foi induzida por IPTG, a proteína Vip3Aa50 

foi visualizada em SDS-PAGE e detectada por “Western blotting”. Os ensaios de 

toxicidade revelaram alta virulência às larvas neonatas de A. gemmatalis e S. 

frugiperda, sendo as larvas da população de A. gemmatalis mais sensíveis. O 

isolado utilizado neste estudo é altamente promissor como fonte de gene vip3A para 

controle de ambas as pragas por meio da produção de plantas transgênicas como 

milho e soja. 

 
Palavras-chave: controle biológico, expressão heteróloga, lagarta do cartucho, 

lagarta da soja, proteína 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 
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1. INTRODUÇÃO  
 

 
A produção agrícola depende da interação de fatores abióticos e 

bióticos, ou seja, inerentes a condições climáticas e de cultivo. Os insetos 

desfolhadores causam grandes prejuízos, reduzindo a área foliar responsável 

pelos processos fotossintéticos e, assim, a produção.  

A lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) reduz a produção de grãos de 

soja (Glycine max), por meio do consumo de folhas de soja (MENDONÇA et 

al., 2011). E a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) alimenta-se do 

cartucho do milho (Zea maiz), gerando prejuízos da ordem de 37% (MENDES 

et al., 2008). 

Os inseticidas químicos de amplo espectro são muito utilizados na 

agricultura para o controle destas pragas. A intensificação de aplicações dos 

inseticidas, a fim de se manter os níveis satisfatórios de produção, pode levar à 

emergência de populações resistentes e à eliminação de inimigos naturais, que 

favorecem o surgimento de pragas secundárias, além de contribuir para a 

contaminação do ambiente. 

O uso racional dos agroecossistemas faz se necessário para redução 

dos impactos ambientais causados pelo uso de defensivos químicos na 

agricultura. O Manejo Integrado de Pragas (MIP) preconiza a diversificação do 

uso de técnicas no controle dos insetos através do controle físico, biológico e, 

se necessário, o químico. 

A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner é amplamente utilizada no 

controle biológico a mais de 50 anos. Os produtos baseiam-se em -

endotoxinas (proteínas Cry) sintetizadas pelo B. thuriringiensis durante sua 

esporulação. Essas proteínas atuam no controle de insetos e alguns 

nematóides. As toxinas Cry possuem grande especificidade não atingindo 

inimigos naturais do inseto alvo (BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2007).  

B. thuringiensis sintetiza proteínas com capacidade inseticida também 

durante a fase vegetativa de multiplicação. As proteínas inseticidas vegetativas, 

Vip, são secretadas em uma forma solúvel e apresentam toxicidade a insetos 

de importância agronômica. A toxina binária Vip1 e Vip2 atuam no controle de 

algumas espécies das ordens Coleoptera (WARREN, 1997) e Hemíptera 
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(SAMPURNA & MAITI, 2011) e as proteínas da família Vip3A controlam 

algumas espécies da ordem Lepidoptera (ESTRUCH et al., 1996), até o 

momento não há relatos na literatura sobre a ação inseticida da Vip4.  

Essas toxinas possuem enorme potencial na aplicação contra insetos 

insensíveis ou resistentes às proteínas Cry, pois, atuam em receptores de 

reconhecimento diferentes no intestino médio do inseto (LEE; MILES; CHEN, 

2006). A combinação dos genes vip e cry sendo expressos, simultaneamente, 

por meio de engenharia genética pode potencializar a atividade inseticida, 

retardar ou impedir o surgimento de populações de pragas alvos resistentes à 

ação das proteínas (CHANKHAMHAENGDECHA; TANTICHODOK; 

PANBANGRED, 2008; CHEN et al., 2010) 

As proteínas da classe Vip3 demonstram toxicidade a um amplo 

espectro de lepidópteros (ESTRUCH et al., 1996), sendo que a alteração de 

aminoácidos, que caracterizam as diferentes subclasses destas toxinas, pode 

causar efeito significativo sobre a atividade inseticida das mesmas (SHEN et 

al., 2009). A ação inseticida das proteínas Vip3 parece se diferenciar de uma 

espécie para outra de lepidópteros (ABDELKEFI-MERASTI et al., 2011).  

Entretanto, o potencial das Vips, inerente ao controle de insetos, não 

tem sido amplamente explorado se comparada às proteínas Cry que presentam 

um número superior de toxinas descritas e insetos testados. A busca de novos 

isolados genes, a caracterização molecular dos mesmos, aliada aos ensaios de 

eficiência de toxicidade, são de suma importância para explorar a aplicação 

desta nova classe de toxinas de B. thuringiensis.  

FIGUEIREDO (2010) objetivou-se identificar a presença do gene vip3Aa 

a partir de 1080 isolados brasileiros de B. thuringiensis pertencentes ao 

LGBBA. Neste trabalho foi possível detectar a presença 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 

superfície 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 % ás duas espécies. 

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo estudar o isolado I131 

de B. thuringiensis portador de um gene vip3A, por meio do sequenciamento 

deste gene, expressão e ensaio de toxicidade com larvas neonatas de S. 
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frugiperda e A. gemmatalis, a fim de se verificar o potencial deste como fonte 

de gene vip3 na produção de plantas transgênicas de milho e soja resistentes 

ao ataque de ambas as pragas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 Bacillus thuringiensis e as proteínas Vip 3 
 
A bactéria B. thuringiensis (Bt) é gram-positiva, aeróbia facultativa, 

quimioheterotrófica, com temperatura ideal de multiplicação “in vitro” de 30 °C. 

Possui forma de bastonete, sob condições específicas, em geral desfavoráveis 

ao seu crescimento, desenvolve um ciclo de esporulação típico dos bacilos. 

Foi isolada pela primeira vez por um cientista japonês, 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 

traça da farinha, Anagasta kuehniella, coletadas na Alemanha na região de 

Thuringia. (GLARE & O’ CALLAGHAN, 2000). 

 B. thuringiensis tem sido encontrado em amostras de solo, grãos 

armazenados, insetos mortos e superfícies de plantas. Possui vários fatores de 

virulência como as toxinas Cry, Cyt, α-exotoxinas, β-exotoxinas, hemolisinas, 

enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (DE MAAGD et al., 2001) e as 

proteínas de segunda geração denominadas de Vip, proteínas inseticidas 

vegetativas (ESTRUCH et al., 1996). 

No momento de sua esporulação, a bactéria produz inclusões cristalinas, 

que contém uma série de proteínas (-endotoxinas) com atividade inseticida 

como as proteínas Cry e Cyt. Os bioinseticidas baseados nestas toxinas são os 

mais empregados. As formulações a base do B. thuringiensis são 

comercializadas, no mundo todo, há 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 à base de B. thuringiensis são inócuos a mamíferos e não 

são poluentes, devido a sua grande especificidade, não atingem os inimigos 

naturais do inseto alvo (SMITS 1997). 

Esta bactéria destaca-se pelo amplo espectro de ação e atua no controle 

de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e alguns nematóides 

(BRAVO A.; GILL S. S; SOBERÓN M, 2007). Porém, existem relatos de insetos 

que se tornaram resistentes às proteínas Cry e insetos para os quais não foi 
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relatada uma proteína eficaz (TABASHNIK, 1994; DE MAAGD; BOSCH; 

STIEKEMA, 1999). Os mecanismos de resistência têm sido descritos em várias 

das etapas do modo de ação como alterações no sitio de ligação à BBMV 

("Brush Border Membrane Vesicles"), alterações na atividade proteolítica no 

aparelho digestivo do inseto e até aumento da velocidade deregeneração do 

tecido epitelial do intestino. Contudo,  a redução das ligações da proteína aos 

receptores nos intestinos dos insetos alvos destaca-se dentre estes 

mecanismos (FERRÉ; VAN RIE, 2002). A resistência apresentada por insetos a 

algumas toxinas Cry não representa uma ameaça imediata a tecnologia de 

plantas Bt, haja vista que muitas toxinas com a atividade a pragas não foram 

colocadas em plantas e ainda há possibilidade de piramidização 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 caracterização e isolamento (CAROZZI et al., 1991; CERÓN et 

al., 1995; VIDAL-QUIST et al., 2009). Além da detecção 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; HERNÁNDEZ-RODRÍGUEZ et al., 2009; SAUKA; RODRIGUEZ; 

BENINTENDE, 2013). A classe de genes vip3 mostrou se mais abundante se 

comparado às classes de genes vip1 e vip2 no banco de isolados da China 

qual foi rastreado objetivando a seleção de novos genes para o controle de 

lepidópteros pragas (YU et al., 2011). A subclasse vip3A tem sido identificada 

com maior frequência nas analises de polimorfismo dentro da classe Vip3 

(BEARD et al., 2008). 

As proteínas Vip são secretadas durante o crescimento vegetativo do B. 

thuringiensis (ESTRUCH et al., 1996). Atualmente, existem mais de 60 

sequências de genes vip descritas as quais estão classificadas em quatro 

diferentes famílias: Vip1, Vip2, Vip3 e Vip4 .  

A toxina binaria Vip1(100 kDa) e Vip2 (52 kDa) tem ação conjunta mas 

com funções 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 peptídeo 

Vip1 possui funções relacionadas à translocação e a ligação à receptores no 
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inseto e Vip2 função enzimática. A ligação da toxina binaria a um receptor de 

50 kDa na microvilosidade da membrana do intestino médio de afídeos do 

algodão (Aphis gossypii) foi comprovada por ensaios de união por meio de 

ligante “blotting” (SAMPURNA; MAITI, 2011). 

 As proteínas do tipo Vip3 foram divididas em quatro classes (Vip3A, 

Vip3B e Vip3C) e onze subclasses (Vip3Aa à Vip3Ai, Vip3Ba à 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 sequência de aminoácidos destas toxinas não compartilha homologia 

com quaisquer outras -endotoxinas conhecidas e tem demonstrado um amplo 

espectro inseticida (DOSS et al., 2002; MESRATI; TOUNSI; JAOUA, 2005). O 

gene vip3A codifica uma proteína de 88,5 kDa que é secretada no 

sobrenadante de culturas do B. thuringiensis (ESTRUCH et al., 1996). 

A ação da proteína Vip3A tem sido examinada e mostra estar ao nível do 

epitélio intestinal do inseto, assim como as proteínas Cry, que após ligarem-se 

a receptores de células intestinais de insetos suscetíveis provocam uma 

progressiva degeneração da camada epitelial (YU et al., 1997), sendo assim, a 

ação das proteínas Vip se assemelha à ação das proteínas Cry. 

As proteínas Vip são sintetizadas como pró-toxinas, sofrem solubilização 

no ambiente alcalino do intestino do inseto (pH 10) e são processadas por 

proteases específicas transformando-as em toxinas ativas. Ligam-se a 

receptores específicos, levando à formação de canais iônicos estáveis (LEE et 

al., 2006) e, em sequência, à lise das células, o que causa uma progressiva 

degeneração da camada epitelial. Este é o principal mecanismo de letalidade 

das toxinas (YU et al., 1997). Esses processos têm como consequência a 

parada alimentar e/ou septicemia, levando as larvas á morte. 

Abdelkefi-Mesrati et al. (2011), apresentaram o efeito histopatológico 

causado pela proteína Vip3Aa16 no intestino médio de lagartas da espécie S. 

littoralis. Foram observados efeitos como formação de vesículas na região 

apical e ruptura das células epiteliais provocando extravazamento de material 

para o lúmen. Efeitos semelhantes foram demostrados por Raussel et al. 

(2000) observando o epitélio intestinal de lagartas da espécie Lymantria 

monacha alimentadas com dieta contendo as proteínas Cry1A e Cry1Ac. A 

desorganização 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 prejuízos causados a células do intestino médio a insetos 

suscetiveis tem se mostrado semelhantes para as toxinas Cry e Vip3, sendo 

estes processos degenerativos responsáveis pela morte do inseto. 

A ligação a receptores do epitélio intestinal médio é uma etapa 

fundamental na ação das proteínas 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 proteínas podem se diferenciar em 

função das espécies de lepidópteros estudados. Abdelkefi-Mesrati et al. (2011) 

verificaram a ligação da proteína Vip3Aa16 a receptores de 55 e 100 kDa 

para as lagartas da espécie Spodoptera littoralis. Em lagartas de Manduca 

sexta, a proteína 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 proteínas Vip3 em outras espécies. 

As proteínas Vip3A possuem atividade inseticida contra insetos-praga de 

importância agronômica da ordem Lepidoptera como pragas do milho e 

algodão (FANG et al., 2007) e revelam alta bioatividade para: lagarta do 

cartucho (S. frugiperda) (SENA; HERNÁNDEZ-RODRÍGUEZ; FERRÉ, 2009), 

lagarta rosca (Agrotis ipsilon), lagarta da beterraba (Spodoptera exigua) 

(ESTRUCH et al., 1996), lagarta da maçã (Heliothis virescens), lagarta da 

espiga (Helicoverpa zea) (DOSS et al., 2002), lagarta do algodão (Helicoverpa 

armigera) (BEARD et al., 2008). As Vip3A apresentam maior toxicidade contra 

vários lepidópteros quando comparadas às proteínas 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 prejuízos para a 

cultura da soja (Glycine max) (HOFFMANN-CAMPO et al., 2003), promovendo 

uma significativa perda na produção de grãos. Segundo Panizzi e Corrêa-

Ferreira (1997) a forma imatura da A. gemmatalis, popularmente conhecida 

como lagarta da soja, é 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 é a principal praga da cultura da soja, principalmente na 

região sul. Populações 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-2 de área foliar, 

equivalente a três folíolos de soja (GALLO et al., 2002). 

A. gemmatalis possui metamorfose completa, ou seja, seu ciclo biológico 

envolve as fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos são depositados pela 

fêmea na parte inferior das folhas, no caule, nos ramos e nos pecíolos. O 

período de incubação da larva é de três dias. Nos 1° e 2° ínstares, as larvas 

raspam o parênquima foliar e a partir do 3º instar conseguem perfurar as 

folhas, sendo 4º, 5º e 6º instares das fases larvais responsáveis por 96% do 

consumo de massa foliar. 

 O controle da lagarta da soja é realizado com produtos químico e 

também com produtos biológicos à base de B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) 

(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). A linhagem expressa as toxinas inseticidas 

Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac e Cry2Aa (SOBERÓN et al., 2009). 

A lagarta da soja apresenta susceptibilidade comprovada a algumas das 

proteínas cristais das classes Cry1, Cry2, Cry9. Já foram desenvolvidas várias 

linhagens de soja transgênica carregando genes Cry1 de B. thuringiensis com 

o objetivo de diminuir o desfolhamento causado por lepidópteros. Estas plantas 

contêm genes modificados e expressam proteínas com capacidade inseticida 

que coferem resistência a soja ao ataque das lagartas (SCHENKEL, et al., 

2008; MCPHERSON e MACRAE, 2009).  

 A eficácia da proteína Cry1, no controle lagarta da soja, é observada 

sob condições de campo em culturas de soja Bt e em laboratório por meio da 

incorporação do liofilizado foliar a dieta artificial (MACRAE et al , 2005). A 
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proteína Cry2A, de 65 kDa, expressa de maneira heteróloga por baculovírus 

Autographa californica nucleopoliedrovirus múltipla (AcMNPV) recombinante 

apresentou atividade tóxica lagartas de A. gemmatalis a lagartas de segundo 

instar, resultando uma CL50 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 conteúdo 

proteíco visando o controle desta lagarta. Esta estirpe expressa as proteínas 

soluveís Cry1I e Vip3, além da proteína 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 produção na 

ordem de 34% (MENDES et al., 2008), S. frugiperda, em sua fase larval, 

destaca-se pelos grandes prejuízos causados a culturas de importância 

econômica como milho, algodão, arroz, amendoim, feijão, sorgo e trigo (CRUZ; 

MONTEIRO, 2004). 

As mariposas possuem hábitos 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 período de 

incubação, variando de acordo com as condições ambientais de temperatura. 

Após a eclosão as lagartas alimentam-se raspando folhas e com o 

desenvolvimento migram para o cartucho da planta (GRÜTZMACHER; 

MARTINS; CUNHA, 2000). 

A lagarta demonstra preferência por cartuchos jovens, alimentando-se 

em todas as fases do crescimento vegetal e, em razão do canibalismo 

característico da espécie, é 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 necessárias pesquisas com metodologias 

alternativas que ofereçam menor risco para o ambiente (PRATES; VIANA; 

WAQUIL, 2003). 

As lagartas de S. frugiperda tem apresentado suscetibilidade as toxinas 

Vip3A, sendo esta superior à observada para as Cry1, como descrito por Sena, 

Hernández-Rodríguez e Ferré, (2009) para as pró-toxinas Vip3Aa e Vip3Af 

comparadas com as Cry1Ab e Cry1Fa.Recentemente foi relatado um caso de 

resistência de lagartas de S. frugiperda a Milho transgênico expressando a 

proteína Cry1F em Porto Rico. A herança da resistência neste caso se mostrou 

autossômica recessiva (STORER et al., 2010). Os eventos de milho 

YieldGard® MON810 (Cry1Ab) , Agrisure® (Cry1Ab), Herculex® I (Cry1F), MIR 

162 (Vip3Aa), entre outros, estão liberados para o comércio pela CTNBio no 

Brasil, expressando as proteínas com atividade inseticida provenientes da 

bactéria B. thuringiensis. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
. 
 
3.1 Condições de cultivo bacteriano 
 
As análises moleculares do presente trabalho foram desenvolvidas na 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias, Campus de Jaboticabal, junto ao Laboratório de Genética de 

Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia 

Aplicada a Agropecuária. 
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, é mantido na forma de fitas de papel filtro 

impregnadas com uma suspensão de esporos em água estéril e mantidas a 4 
oC. Uma alíquota da suspensão de esporos foi estriada em placas de Petri, 

contendo meio de cultura sólido “Brain Heart Infusion Broth” (Himedia) (12,5 

g.L-1 de infusão de cérebro, 5 g.L-1 de infusão de coração, 10 g.L-1 de peptona, 

2 g.L-1  de glicose, 5 g.L-1 de cloreto de sódio 5 e 2,5 g.L-1 fosfato dissódico de 

hidrogênio, 15 g.L-1  de ágar 15 g.L-1) e acondicionadas a 30 °C  por 16 h. As 

colônias obtidas foram inoculadas em 2 mL de meio de cultura líquido “Brain 

Heart Infusion Broth” (Himedia) e multiplicadas por 16 h a 30 ˚C sob agitação 

constante a 200 rpm. 

 
4.2 Extração de DNA total 
 
O DNA genômico das linhagens var. tolworthi e var. tenebrionis e do 

isolado 131 foram extraídos pelo método de fervura (LETOWSKI et al., 2005). 

Após período 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 μL de 

água deionizada estéril e em seguida agitados vigorosamente em aparelho  do 

tipo vórtex. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 15 min em água 

a 100 °C e resfriadas por 10 min em temperatura ambiente, sendo em seguida 
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centrifugadas à 17.949 xg por 15 min à 20 °C. Em seguida, 200 μL do 

sobrenadante foram transferidos para outro tubo de microcentrifuga (Eppendorf 

modelo 5415C). As amostras de DNA permaneceram armazenadas a -20 °C 

até a sua utilização. 

 

3.3 Amplificação do gene vip3A 

 
Os DNAs genômicos  bacterianos foram submetidos à técnica de PCR 

com oligonucleotídeos iniciadores VIP5 (senso - 

ATGACCAAGAATAATACTAAATTAAGC) VIP6 (antissenso - 

GATCTTACTTAATAGAGACTACG) para amplificação do gene vip3A completo. 

Esses iniciadores foram elaborados baseados na sequência do gene vip3Aa1 

(GenBank acesso L48811) conforme descritos por Loguercio et al. (2002), se  

anelando ao codón de iniciação e de terminação do gene. 

A PCR foi realizada em volume total de 25 µL, contendo: 150 ng de 

DNA, 1 U de enzima “Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity” 

(Invitrogen), 1 X “High Fidelity PCR Buffer” (Invitrogen), 2 mM MgSO4, 10 

pmoles do iniciador VIP5, 10 pmoles do iniciador VIP6, 0,2 mM de mistura de 

dNTPs, de água destilada deionizada estéril. 

As reações 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 desnaturação por 2 

min a 94 °C, seguidos de 30 ciclos de: 1 min a 94 ºC para desnaturação, 1 min 

a 53 ºC para pareamento dos iniciadores e 2 min a 68 ºC para extensão e um 

passo final para completa extensão de 5 min a 68 ºC.  

Os produtos das reações foram visualizados e analisados em gel de 

agarose 0,8%, utilizando-se de 10 μL do produto da PCR adicionado de  3 μL 

de tampão de carregamento (Tris – HCl 0,1 M, pH 6,8; azul de bromofenol a 

0,02%; glicerol 50%) e 5 μL 1kb DNA “ladder” (Fermentas), o qual serviu como 

referência de migração eletroforética e para verificação dos tamanhos dos 

fragmentos obtidos após a PCR. 

.O gel, contendo brometo de etídeo (0,5 μg.mL-1) foi submetido à 

eletroforese horizontal a 70 V por 2 h, conduzida em tampão 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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etídeo (0,5 μg.mL-1)visualizados sob fonte de luz U.V e registrados por meio de 

um sistema de fotodocumentação 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 μL do produto da PCR, 25 ng pGEM-T Easy, 1 

X “Rapid Ligation Buffer” (Promega), 3 U T4 DNA ligase (Promega), água 

destilada deionizada estéril e a reação foi mantidas a 4 °C por 16 h. 

 
3.5 Transformação bacteriana 
 
As alíquotas de células competentes de Escherichia coli linhagem 

DH10B foram retiradas do freezer - 80 °C e descongeladas em gelo. O produto 

da reação de ligação (vetor + inserto) com volume total de 10 μL foi adicionado 

à 200 μL de células competentes para a transformação via choque térmico 

(HANAHAN et al., 1983). Após leve homogeneização, o produto da reação foi 

mantido em gelo por 30 min. Decorrido o tempo, a reação foi submetida a um 

choque térmico, o qual foi constituído de 1,5 min a 42 °C seguido de 2 min em 

gelo. 

 Feito isso, foram adicionados às células 800 μL de meio de cultura SOC 

(128,4 μL de KCl 1M, 100 μL de MgCl2 1M, 100 μL de MgSO4 1M e 200 μL de 

glicose 1M ) e estas foram mantidas a 37 °C por 1 h a 150 rpm. 

 Para seleção dos transformantes, uma alíquota de 100 μL das células 

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

sólido ( 10 g.L-1 triptona, 5 g.L-1 extrato de levedura, 10 g.L-1 NaCl e 15 g.L-1 

agar) com ampicilina (50 μg.mL-1) e 70 μL de solução X-Gal (0,05 g dissolvido 

em 1 mL de N’N’dimetilformamida) em cada placa. As placas foram incubadas 

em estufa a 37 oC por 16 h. Os clones transformantes (colônias brancas) foram 

selecionados e transferidos para tubos de ensaio contendo meio de cultura LB 

líquido com ampicilina (50 μg.mL-1) e as células foram multiplicadas a 37 °C por 

16 h sob agitação constante a 220 rpm. Posteriormente, alíquotas de 600 μL 

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

clone foram utilizadas para a extração do DNA plasmidial. 

 

3.6 Extração do DNA plasmidial  
 
A metodologia utilizada na extração de DNA plasmidial dos clones 

coletados após a transformação foi a de Lise Alcalina com SDS (Dodecil 

Sulfato de Sódio) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). 

A suspensão 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 às amostras 200 

µL da solução I (25 mM de Tris-HCl pH 8,0, 10 mM de EDTA, 50 mM de D-

glicose), previamente resfriada. As mostras foram agitadas em vortex até a 

completa solubilização das células. As amostras foram mantida a temperatura 

ambiente por 5 min em seguida, 200 L da solução II (0,2 N de NaOH, 1% de 

SDS) foram adicionados.. A amostra foi misturada por meio da inversão dos 

tubos e os tubos foram mantidos no gelo por 5 min. Decorrido esse período, 

150 L da solução III (3 M de acetato de potássio, 2 M de ácido acético) foram 

acrescidos. Os tubos foram invertidos algumas vezes e mantidos por 5 min no 

gelo.  

Os tubos foram, em seguida, submetidos à centrifugação a 17.949 xg 

por 5 min. A fase aquosa (aproximadamente 500 µL) das amostras foram 

transferidas para  novos tubos e 500 L de fenol/clorofórmio (1:1) foram 

adicionados a cada novo tubo. Após 2 min de homogeneização em vortex, 

procedeu-se a centrifugação das amostras por 5 min a 17.949 xg. O DNA foi 

precipitado por meio da adição de 700 L de etanol absoluto a cada amostra. 

As amostras foram homogeneizadas e mantidas em gelo por 5 min. Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas à 17.949 xg por 5 min e o 

sobrenadante foi descartado.  

Ao precipitado foi adicionado 1 mL de etanol 70%, centrifugados à 

17.949 xg por 5 min, seco em fluxo laminar e ressuspenso em 50 L de TE 

(Tris HCl 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 ºC até sua utilização. 
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 O DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotômetro, mensurando a 

absorbância nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a relação 

260/280 nm calculada segundo Sambrook e Russel, (2001) para se determinar 

a qualidade e a leitura a 260 nm para se calcular a concentração das amostras 

de DNA.  

A fim de se verificar a presença 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 VIP6, par de iniciadores 

que se anelam ao gene vip3A, com o objetivo de se comprovar também, a 

presença do gene vip3A completo nos clones transformantes de E. coli DH10B  

A PCR foi realizada em volume total de 20 µL, contendo: 3 μL de DNA 

(50 ng), 0,4 μL de enzima Taq DNA polimerase, 2 μL de tampão de PCR, 0,8 

μL MgCl2  (50mM), 0,5 μL de cada iniciador (10 pmoles), 0,4 μL de mistura de 

dNTPs (10 mM) e 12,4 μL de água destilada deionizada estéril. 

O ciclo de amplificação foi composto de um passo inicial de 

desnaturação, 2 min a 94 °C, seguidos de 30 ciclos de: 1 min a 94 ºC para 

desnaturação, 1 min a 53 ºC para pareamento dos iniciadores e 2 min a 72 ºC 

para extensão e um passo final para completa extensão de 5 min a 72 ºC. As 

amostras foram visualizadas e analisadas como já descrito. 

 

3.7 Sequenciamento do gene vip3A  
 
Para a obtenção da sequência completa do gene vip3A, foram utilizados 

iniciadores sintetizados com base em regiões conservadas de genes vip3A 

depositados no banco de dados GenBank e elaborados a partir das sequências 

obtidas do gene vip3A do isolado 131 durante as análises (Tabela 1). 
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Tabela 1. Iniciadores utilizados no sequenciamento 
Iniciador Sequencia (5´→ 3´) 
1VIP5 (d) ATg ACC AAg AAT AAT ACT AAA TTA AgC 
1VIP2 (r) TCT ggg CAC AAT AAT TTA TCC 
1VIP3 (d) CAg gAC ATg CAT TgA TTg g 
1VIP6 (r) gAT CTT ACT TAA TAg AgA CAT Cg 
1V1R (r) gCA ggT gTA ATT TCA gTA AgT gTA gAg 
261BF (d) CTC TAT gTT gAg TgA TgT AAT 
261BR (r) TCC gAC CTC ACT gCC ACT Tg 
261CR (r) TgA TCC CgT ACT CgT CC 
261DF (d) Cgg AgA TgC TAA TgT AAg g 
3Primer1F (d) CCC TAC ACT TTC TAA TAC 
3Primer2R (r) CCg CTT CAC TTg ATT CTA C 
4T7 (d) TAA TAC gAC TCA CTA TAg gg 
4SP6 (r) ATT TAg gTg ACA CTA TAg 

1 LOUGUERCIO et al.,( 2002); 2MARUCCI , ( 2010); 3 Neste trabalho; 4 “Kit 
pGEM-T Easy Vector Systems” (Promega). 
 

Foram realizadas reações de sequenciamento contendo “Big Dye 

Terminator v 3.1” (Applied Biosystems), empregando-se o analisador 

automático de DNA modelo 3100 “Genetic Analyzer” ABI (Applied Biosystems). 

As reações de sequenciamento foram constituídas de 2,0 µL de H2O 

destilada estéril, 4,0 µL de tampão de sequenciamento 2,5X (Tris-HCl 200 mM 

pH 9,0 e MgCl2 5 mM), 1,0 µL de “BigDye 3 Terminator”, 2,0 µL de DNA 

plasmidial (50 ng) e 1,0 µL 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 µL de EDTA (125 mM, pH 8,0); 1,0 µL de Acetato de 

Sódio (3 mM, pH 5,2); 25,0 µL de etanol absoluto foi adicionado em cada 

reação. As placas foram incubadas em temperatura ambiente por 15 min e 

após esse período as amostras foram centrifugadas 4000 rpm, 4 °C por 30 min. 

O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 35,0 µL 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 µL 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 Análise dos dados gerados por meio do sequenciamento 
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As análises de bioinformática foram realizadas utilizando-se a 

infraestrutura do Laboratório de Bioinformática do CREBIO (Centro de 

Recursos Biológicos e Biologia Genômica) da UNESP Campus de Jaboticabal, 

em conjunto com a equipe de Bioinformática deste centro. 

Os cromatogramas resultantes de todas as fases de sequenciamento de 

DNA foram submetidos ao "base calling" (atribuição de qualidade para 

pontuação de cada base lida), a montagem do fragmento por meio do 

alinhamento das sequências e visualização gráfica 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 sequência consenso fosse gerada, foi definido que todas as 

bases deveriam ter no mínimo qualidade phred >= 40, o que corresponde a 

uma precisão igual ou menor do que 1 erro a cada 10.000 pb (acurácia de 

99,99%). A sequência FASTA resultantes foi comparada com os bancos de 

dados públicos não redundantes de proteínas da ferramenta BLAST 

(ALTSCHUL et al. 1990) através do algoritmo BLASTX, disponível 

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

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

Para expressão heteróloga, o gene vip3A foi sub-clonado no vetor de 

expressão pET-28a (+) (Novagen) a partir do vetor pGEM-T Easy. 

O vetor de expressão foi clivado com a enzima NotI (Fermentas). A 

reação foi composta de 10 μg de DNA plasmidial, 1 X tampão NotI 

(Fermentas), 10 U de enzima Not I e de água destilada deionizada estéril. A 

reação foi mantida a 37 °C por 3 h. Após esse período, a temperatura foi 

elevada a 65 °C e a reação incubada por 20 min para a inativação da enzima. 

O vetor pET-28a (+) clivado foi submetido à reação de desfosforilação 

composta de tampão para fosfatase alcalina 1X, 10U da enzima fosfatase 

alcalina (Fermentas). Em seguida, o produto da reação de desfoforilação 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 reação 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 reação de ligação foi realizada em um volume total de 20 μL, 

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 αgua 

destilada deionizada estιril, senso esta  mantida a 4 °C por 16 h.  

O produto da reaηγo de ligaηγo foi utilizado para transformar, por 

choque tιrmico, cιlulas de E. coli DH10B competentes (HANAHAN et al., 1983) . 

Para seleção dos transformantes, alíquotas de 100 µL das células foram 

estriadas em placas de Petri contendo meio de cultura LB sólido suplementado 

com canamicina (50 μg.mL-1). 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 líquido suplementado 

com canamicina (50 ìg.mL-1) e as células foram multiplicadas a 37 °C por 16 h 

sob agitação constante a 220 rpm.  

 O DNA plasmidial dos clones foi extraído como descrito na seção 4.6, 

quantificado, diluído à concentração de 50 ng.µL-1 e utilizado na PCR com os 

oligonucleotídeos “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 

condições já descritas.  

A seleção do clone contendo o inserto sub-clonado na orientação correta 

foi realizada por sequenciamento. As reações foram realizadas com o iniciador 

“T7promoter”, seguindo as mesmas condições descritas no item 3.6 

(Sequenciamento do gene vip3A). Foram considerados positivos os clones cujo 

sequenciamento evidenciou após a região “T7 promoter” do vetor, a região 

inicial do gene, ou seja, seu códon de iniciação.  

O DNA plasmidial de um clone foi transformado como já descrito em 

células E. coli BL21 (DE3). Para seleção dos transformantes, uma alíquota de 
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100 µL das células foram estriadas em placas de Petri contendo meio de 

cultura LB sólido com canamicina (50 µg.mL-1). 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 líquido 

com canamicina (50 µg.mL-1) e as células foram multiplicadas a 37 °C por 16 h 

sob agitação constante a 220 rpm.  

O DNA plasmidial dos clones foi extraído, quantificado, diluído à 

concentração de 50 ng.µL-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 ºC. 

 
4.10 Expressão da proteína vip3A em E. coli BL21 (DE3) 
 

Os clones transformantes em células de E. coli BL21 (DE3) foram 

cultivados em meio LB sólido com canamicina (50 μg.mL-1). Uma colônia 

isolada foi coletada e inoculada em 3 mL de meio LB líquido suplementado com 

canamicina (50 μg.mL-1) multiplicada a 37 ºC por 16 h sob agitação constante a 

250 rpm. Um volume de 1,5 mL desta pré-cultura foram transferidos para cada 

inóculo de 250 mL de meio LB líquido suplementado com canamicina (50 

μg.mL-1). Os inóculos foram submetidos à agitação a 250 rpm, a 37 °C até 

atingir D.O600 0,6. A expressão da proteína Vip3 foi induzida pela adição 0,5 

mM IPTG. As culturas foram mantidas a 200 rpm, 22 °C por 16 h.  

Decorrido o tempo de indução, as células foram coletadas por 

centrifugação a 17.400 x g por 20 min. Os “pellets” foram ressuspensos em 

tampão fosfato 20 mM (0,02 M NaH2PO4.H2O; 0,02 M Na2HPO4.H2O; 0,5 M 

NaCl; pH 7,4), 150 μL lisozima (100 mg.mL-1), 50 μL DNAse (1 mg.mL-1), 5 μL 

PMFS (0,1 M) incubando-se por 30 min, com agitação de 100 rpm a 37 °C. Em 

seguida, as amostras foram submetidos à sonicação 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 utilização.  

A verificação da expressão proteíca foi realizada por meio de resolução 

em gel SDS-PAGE, sendo o de separação a 12% e o de empilhamento a 5% 
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de conforme Laemmli (1970). Foram adicionados 10 µL de tampão de amostra 

[Tris-HCl 0,187M, pH 7,0 SDS 2,0% (m/v), azul de bromofenol 1,0% (m/v), 

glicerol 27% (v/v)] e β-mercaptoetanol 5,0% (v/v) as alíquotas de 20 µL do 

lisado bacteriano da cultura induzida e não induzida e submetidas por a 100ºC 

por 2 min. Em seguida, as amostras e 10 µL do marcador “SpectraTM Multicolor 

Broad Range Protein Ladder” (Fermentas) foram aplicadas no gel. A 

eletroforese foi realizada em tampão 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 ácido acético sob agitação por 20 min. A descoloração do gel foi 

realizada com solução descolorante (10% de metanol e 10% de ácido acético) 

sob agitação por 3 h.  

A concentração das proteínas totais presentes no lisado da cultura 

induzida foi determinada por Bradford (1976) e a concentração da proteína 

induzida, Vip3A, foi determinada por densitometria após a separação SDS-

PAGE a 12% com o programa “Bionumerics” (Applied-Maths) utilizando a 

soroalbumina bovina (BSA) como padrão para construção da reta. 

 

3.11 Detecção da proteína Vip3A por “Western blotting” 
 
Para a realização do “Western blotting” segundo Towbin et al. (1979), 

um gel como descrito foi preparado e não corado. O conteúdo deste foi 

transferido para uma membrana “Amersham Hybond-P PVDF” (GE Healthcare) 

com auxilio do equipamento Trans - blot SD (Bio-Rad), segundo instruções do 

fabricante da cuba de eletroforese e submetido à 100 V, 350 mA por 1 h.  

A membrana foi colocada em uma solução bloqueadora de 10 mL de 

tampão PBS-T (NaCl 8 g.L-1; KCl 0,2 g.L-1; Na2HPO4 1,44 g.L-1; KH2HPO4 0,24 

g.L-1 e Tween-20 0,1% v.v-1) adicionado de leite em pó desnatado 5% m.v-1 sob 

agitação por 1 h. A membrana foi enxaguada duas vezes com PBS-T e 

colocada em solução com anticorpo anti-histidina (Sigma) : PBS-T (1 : 5000). A 

membrana foi incubada nesta solução sob agitação por 1 h. Depois lavada com 

uma solução de PBS-T. Posteriormente foi colocada em solução com anticorpo 

anti-IgG conjugado com peroxidase (GE) : PBS-T (1 : 5000). A membrana foi 
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incubada nesta solução sob agitação por 1 h. Depois transferida lavada com 

uma solução de PBS-T. 

A revelação foi realizada com “SIGMAFAST TM DAB With Metal 

Enhancer Tablet Set” (Sigma-Aldrich), na forma de drágeas dissolvidas em 15 

mL de água deionizada, sob agitação até a visualização das bandas na 

membrana. A membrana foi lavada em água deionizada para interrupção da 

reação, 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 criação massal mantida pela empresa Gravena LTDA. Os 

bioensaios foram mantidos sob condições climáticas controladas: temperatura 

25 ± 2°C, umidade relativa do ar 70%, ± 10% e luminosidade 14 h de luz: 10 h 

de escuro. 

As diferentes concentrações da pró-toxina Vip3A, diluída em solução de 

tampão fosfato 20 mM em um volume de 50 µL, foram aplicadas sobre dieta 

artificial (PRAÇA et al., 2004) em placas de poliestireno de 128 poços (Bio-

Assay Tray – Bio-Serv). Para determinação da concentração letal para 50% e 

90% das lagartas (CL50 e CL90), foram utilizadas as concentrações 0, 5; 15; 30; 

50; 150; 500; 1500 ng.cm-2 para S. frugiperda e 0; 12; 25; 50; 100 ; 200 e 1000 

ng.cm-2 para A. gemmatalis decididas em ensaios preliminares. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em 

quadriplicata, com 16 lagartas por repetição. A mortalidade foi avaliada no 

sétimo dia após a exposição das lagartas à dieta com proteína inseticida 

vegetativa. A CL50 e a CL90 foram calculadas por meio da analise probit 

utilizando o programa de estatística POLO-PC (LeOra Software,. Berkeley, 

CA). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
Os genes vip de B. thuringiensis têm sido buscados em coleções, 

isolados, sequenciados, clonados e expressos em E. coli, outros 

microrganismos e plantas para estudos de função e atividade inseticida, devido 

ao grande potencial desta classe de proteínas inseticidas no controle de pragas 

agrícolas de interesse econômico (ABDELKEFI-MERASTI et al., 2011). 

A amplificação do gene vip3A do isolado 131 de B. thuringiensis com os 

iniciadores específicos permitiu a clonagem do gene completo no vetor pGEM-

T Easy, partindo do códon de iniciação (ATG) até o códon de terminação (TAA) 

(Figura 1). Este vetor possui extremidades 5’ com um nucleotídeo timina e a 

enzima utilizada na amplificação, segundo o fabricante, adiciona o nucleotídeo 

adenina à extremidade 3’ do produto amplificado. Assim, as extremidades 

sobressalentes do vetor e do inserto foram facilmente unidas por meio de uma 

reação de ligação em função de sua complementaridade. 
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Figura 1. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente  

2370 pb correspondente ao gene vip3A amplificado por PCR, 
utilizando o par de oligonucleotídeos 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 colônias portadoras do inserto de interesse foram selecionadas com 

base no sistema de lacZ. As colônias com coloração branca, após cultivo em 

meio induzido com IPTG, e em presença de X-Gal, foram coletadas, por serem 

possíveis portadoras do gene vip3A. 

A seleção de clones contendo o gene vip3A, para o posterior 

sequenciamento foi realizada com sucesso, utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores T7 e SP6 que flanqueiam o sítio de clonagem no vetor pGEM T-

Easy e os iniciadores VIP5 e VIP6 que foram utilizados para amplificação 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 amplificação 
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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 amplificação da região de clonagem do 

vetor pGEM T-Easy e gene vip3A clonado, utilizando-se o par de 
oligonucleotídeos 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. 
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Figura 3. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente 

2370 pb correspondente a amplificação 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 reações de sequenciamento cobriram de 

maneira satisfatória a extensão do gene permitindo a obtenção 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 incluídos na montagem do gene vip3 pelo 

programa Phred/Phrap/Consed. Como resultado, obteve-se um “contig” (uma 

região contígua de alinhamento) contendo 145 “reads” e 2376 pares de bases. 

Nesta fase, o gene foi montado completamente, com todas as bases com 

qualidade estatística (QV) de valor superior a 40, ou seja, segundo à formula 

QV= -10log10 a probabilidade de erro das bases utilizadas foi inferior a 0,010%. 
A sequência de nucleotídeos, contendo 2370 pb, codificando 789 

aminoácidos, foi submetida ao banco de dados GenBank, recebendo o número 
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de acesso JQ946639. Após o deposito concluído, a sequência foi enviada ao 

banco de dados ʺBacillus thuringiensis: Toxin Nomenclatureʺ 

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/) para análise e 

classificação recebendo a denominação de gene vip3Aa50. 

Por meio da comparação do gene vip3Aa50 com sequências depositas 

nos bancos de dados públicos não redundantes de proteínas, usando algoritmo 

BLASTX, foi possível verificar que o gene vip3Aa50 apresenta uma sequência 

de aminoácidos com 99% de similaridade com outras proteínas já depositadas 

(Figura4). As substituições de aminoácidos evidenciam a presença de um novo 

alelo da classe Vip3Aa em função das mutações pontuais observadas na 

sequencia (CRICKMORE et al., 1998). 

 

 
Figura 4. Alinhamento da sequência do gene vip3Aa50 obtida a partir do 

 isolado I131 de B. thuringiensis realizado dia 30 de janeiro de 2013, 
utilizando o algoritimo BlastX da ferramenta Blast, disponível 
publicamente na página do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 
A sequência de aminoácidos da proteína Vip3Aa50 (AAC37036) 

apresenta 99% de similaridade com a proteína Vip3Aa1. Estas substituições 

levaram, respectivamente, à troca dos aminoácidos: treonina por asparagina 

(posição 2), aspartato por asparagina (posição 80), lisina por  cisteina(posição 

284). 

Foi possível observar que a sequência de aminoácidos da proteína 

Vip3Aa50 apresenta 99% de similaridade com 10 sequências depositadas no 

banco de dados GenBank e no ao banco de dados ʺBacillus thuringiensis: 

Toxin Nomenclatureʺ com seguintes números de acesso : Vip3Aa7 

(AAK95326.1), Vip3Aa10 (AAN60738.1), Vip3Aa11 (AAR36859.1), Vip3Aa12 
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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 substituições levaram, respectivamente, à troca dos 

aminoácidos: treonina por asparagina (posição 2), aspartato por asparagina 

(posição 80). 

A proteína Vip3Aa50 apresenta 98% de similaridade com a proteína 

Vip3Aa14 (AAQ12340), cujo gene foi sequenciado a partir de uma linhagem de 

B. thuringiensis var. tolworthi. Estas substituições levaram, respectivamente, à 

troca dos aminoácidos: treonina por asparagina (posição 2), aspartato por 

asparagina (posição 80), glutamato por glicina (posição 214), treonina por prolina 

(posição 220), fenilalanina por serina (posição 274), alanina por leucina (posição 

280), leucina por prolina (posição 323), isoleucina por valina (posição 358), 

cisteina por  glicina(posição 401), glutamato por glicina (posição 406), cisteina por 

prolina (posição 407), treonina por prolina(posição 411), serina por lisina (posição 

536), asparagina por treonina (posição 633), metionina por isoleucina (posição 

755), fenilalanina por  leucina (posição 760), glutamato por glicina (posição 761), 

tirosina por asparagina (posição 776), histidina por lisina (posição 782). 

A alteração de aminoácidos pode causar efeito significativo sobre a 

atividade inseticida das toxinas como observado por Shen et al., (2009). No 

trabalho, relataram que poucas substituições de aminoácidos entre as 

proteínas Vip3Aa26 e Vip3Aa27 acarretaram em atividade inseticida da 

proteína Vip3Aa27 as espécies Trichoplusia ni, S. exigua e H. armigera e para 

Vip3Aa26 somente a T. ni, ou seja, proteínas de mesma subclasse, porém com 

espectro de ação diferente. As substituições de aminoácidos Vip3Aa26 

(EU294496.1) em relação a Vip3Aa27 (EU332167), respectivamente, são as 

seguintes: arginina por lisina (posição 91), ácido aspártico por glicina (posição 

223), asparagina por ácido aspártico (posição 342), lisina por ácido glutâmico 

(posição 398), ácido glutâmico por glicina (posição 491), prolina por leucina 

(posição 514), arginina por histidina (posição 608), alanina por treonina 

(posição 640), fenilalanina por leucina (posição 662), fenilalanina por leucina 

(posição 716), treonina por isoleucina (posição 767).  

A região N-terminal das proteínas Vip3 é altamente conservada assim, 

as diferenças entre as sequencias de aminoácidos observadas nas proteínas 

desta família encontram-se principalmente acumuladas na região C-terminal. A 
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seleção positiva pode ser visualizada a partir do sitio 705 até o sitio 809 em 

uma região de “loop” da proteína segundo análise computacional da estrutura. 

A conformação da proteína pode ser importante para sua união aos receptores 

no inseto. A diversidade vista dentro da familia das proteínas Vip pode ter se 

ocasionado em função das pressões positivas relacionadas à ampliação do 

espectro de inseto alvos (WU et al., 2007). 

Selvapandiyan et al. (2001) realizaram a deleção de códons na região N-

terminal e na região C-terminal do gene vip3Aa9 em ensaios isolados. A 

expressão heteróloga das proteínas pós-modificações, por E. coli, permitiu 

constatar a ocorrência na alteração da atividade inseticida da proteína. Sendo 

que a deleção de aminoácidos na região N-terminal não afetou toxicidade 

contra as larvas de Chilo partellus, mas reduziu a toxicidade frente 

a Spodoptera litura. Já a deleção de aminoácidos da região C-terminal reduziu 

a toxicidade da proteína a C. partellus e extinguiu a toxicidade da proteína S. 

litura. Estes resultados indicam uma resposta individual de cada espécie a 

ação de uma dada toxina em função de sua composição de aminoácidos. 

Há assim, a necessidade de se analisar a sequência de aminoácidos de 

cada proteína e testa-las frente a diferentes insetos, a fim de se encontrar a 

melhor opção de controle para cada inseto praga. Neste sentido, para a 

expressão do gene vip3Aa50 foi escolhido o vetor pET-28a (+) (Novagen). Este 

vetor possui origem de replicação para E. coli, marcador de seleção para 

resistência à canamicina, região de clonagem com sítios para múltiplas 

enzimas de restrição, promotor T7 induzível por IPTG (Isopropil β-D-1-

tiogalactopiranosídeo) e uma sequência de hexa-histidina no N-terminal. A 

expressão da hexa-histidina fusionada a região N-teminal da proteína 

recombinante permite sua detecção por “Western blotting” e purificação em 

coluna de afinidade. 

 O gene completo e já sequenciado foi sub-clonado com sucesso a partir 

do vetor pGEM-T Easy no vetor de expressão pET-28 (+), utilizando para isso o 

sitio de reconhecimento presentes ambos os vetores da enzima de restrição 

NotI (Figura 5). 
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Figura 5. Eletroforograma da reação de restrição utilizando a enzima NotI 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 vip3Aa50 (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 sequências destes iniciadores 

flanqueiam os sítios de clonagem de no vetor pET-28a (+), permitindo assim, 

verificar a presença ou ausência do inserto, por meio do tamanho do fragmento 

amplificado. 
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Figura 6. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente 

 2600 pb correspondente a amplificação da região de clonagem do 
vetor pET-28a (+) com o gene vip3A clonado e 250 pb pET-28a (+) 
recircularizado, utilizando-se o par de oligonucleotídeos 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. 

 

Após a seleção 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 possível verificar que o clone 1 apresentava o inserto na posição 

correta, evidenciando o códon de iniciação ATG “in frame” ao promotor 

presente no vetor de expressão pET-28a (+) (Figura 7). O DNA plasmidial 

deste clone foi utilizado na transformação 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. Sequência parcial de nucleotídeos do gene vip3Aa50 clonado no  

vetor pET-28a (+) do clone 1 de E. coli DH10B. Em vermelho, está a 
sequência do vetor pET-28a (+), sendo a hexa-histidina grifada. Em 
amarelo, está destacada a sequência inicial do gene vip3Aa50, sendo 
grifado o códon de início, ATG, do gene vip3Aa (metionina inicial). 

 

 
Figura 8. Eletroforograma evidenciando fragmento com aproximadamente 

2370 pb correspondente a amplificação do gene vip3A clonado no 
vetor pET-28a (+), utilizando-se o par de oligonucleotídeos iniciadores 
VIP5-VIP6 em gel de agarose 0,8%. MM: marcador de massa 
molecular 1kb DNA ladder (Fermentas); 1 á 10: clones selecionados 
de E. coli BL 21 (DE3). 
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 A análise pela técnica SDS-PAGE evidenciou a presença de uma banda 

com peso molecular de aproximadamente 88,5 kDa na cultura induzida, assim 

como era esperado para proteína Vip3Aa50 e como foi descrito por Estruch et 

al. (1996) (Figura 9). Foi possível confirmar a expressão da proteína Vip3Aa50 

por “Western blotting” (Figura 10). O reconhecimento da hexa-histidina ligada 

ao N-terminal da proteína Vip3Aa50 propiciou reação com o anticorpo anti-

histidina, evidenciando a expressão em ambas as culturas, sendo mais 

pronunciada na cultura induzida e basal na não induzida. 

 

 
Figura 9. Gel de SDS-PAGE do lisado bacteriano da E. coli portadora do vetor 

pET-28a (+) contendo o gene vip3Aa50 M: marcador de massa 
molecular (KDa) “SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder” 
(Fermentas). 1. lisado de E. coli obtido da cultura não induzida. 2. 
lisado de E. coli obtido da cultura induzida, contendo uma proteína de 
aproximadamente 88 kDa.  
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Figura 10. “Western blotting” do lisado bacteriano da E. coli portadora do vetor 

pET-28a (+) contendo o gene vip3Aa50 M: marcador de massa 
molecular (kDa) “SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder” 
(Fermentas). 1. Lisado de E. coli obtido da cultura induzida. 2. Lisado 
de E. coli obtido da cultura não induzida, presença em 1 e 2 a reação 
da proteína de aproximadamente 88 kDa com o anticorpo anti-
histidina.  

 

Os valores da CL50 e CL90 para a pró-toxina Vip3Aa50 contra as lagartas 

neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis foram estimados por análise probit 

(Tabela 2). A aplicação da pró-toxina sobre a dieta artificial tem se mostrado 

eficiente na realização de ensaios de toxicidade contra lepidópteros praga. Esta 

metodologia tem apresentado a vantagem de consumo de menor quantidade 
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de proteína no processo se comparada à incorporação da toxina a dieta, sendo 

o efeito de ambas similares (ALI e LUTTRELL, 2011). 

A pró-toxina Vip3Aa50 apresentou alta toxicidade a ambas as espécies 

de lagartas. Porém, se comparados os valores de CL50 e CL90 encontrados 

neste estudo, a susceptibilidade das lagartas da espécie A. gemmatalis foi 

maior que para as de S. frugiperda. A proteína Vip3Aa50 foi mais ativa a 

lagartas de A. gemmatalis cerca de 4 vezes do que a lagartas de S. frugiperda 

ao nível de CL50. Sendo esta diferença mais pronunciada ao nível de CL90, no 

qual a proteína apresenta quase 9 vezes mais eficiência para o controle de A. 

gemmatalis. Os controles negativos não causaram mortalidade às larvas de 

ambas as espécies durante os ensaios nas condições descritas. 

Aranda, et al., (1996) relatou a interação de proteínas Cry com células 

epitelial do intestino médio de lagartas de S. frugiperda. Estes autores 

cosideraram tóxicas as proteínas Cry1C e Cry1D com CL50  de 31 e 77 ng.cm-2  

respectivamente e não tóxicas as proteínas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1B e 

Cry1E com CL50 superiores a2000 ng.cm-2 .As proteínas com alto grau de 

virulência apresentaram saturação e especificidade no processo de interação. 

Já as não toxicas como a Cry1Ab apresentaram interação inespecífica, pois a 

adição de altas concentrações do homologo não causou efeito negativo na 

ligação da mesma. A proteína Vip3Aa50 se mostrou altamente virulenta as 

larvas neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis se comparadas a este 

estudo. O modo de ação das proteínas Vip3 ainda não foi totalmente 

desvendado, porém sua toxicidade elevada como a observada neste estudo 

podem ser indícios de uma interação com saturação e especificidade no nível 

de células epitelial do intestino médio destas espécies. 

 
Tabela 2. Virulência de larvas neonatas de S. frugiperda e A. gemmatalis à pró-
toxina Vip3Aa50 

Espécie CL50 (ng.cm-2) 

(IC Min. - Máx.)a 

CL90 (ng.cm-2) 

(IC Min. - Máx.)a 

b ± (EP) b X2 

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 
a (IC Min. - Máx.): Intervalo de confiança (IC 95%); b b ± (E P) : Coeficiente 
angular da reta e Erro Padrão. 
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A toxicidade das proteínas para as espécies de insetos pragas pode 

variar em função de diferentes fatores como à ativação de uma mesma pró-

toxina em toxina, ou ainda devido a alterações nos receptores da membrana do 

epitélio intestinal do inseto. A proteólise de pró-toxinas utilizando o suco 

intestinal de lavas de diferentes espécies pode acarretar diferenças no tempo 

de ativação, 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, ação pode ser 

diferenciada ao nível de receptor como observado por Bergamasco et al. 

(2013) com a parcial competição das proteínas Vip3Aa e Cry1Ia10 para S. 

eridania, além da maior atividade insetida da proteína Cry1Ia10 se comparada 

a Vip3Aa ao nível de CL50, 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 condições semelhantes relataram uma CL50 de 49,3 ng.cm-2 para este 

inseto praga sendo esta próxima aos limites encontrados neste estudo. 

Chakroun et al. (2012) observou uma CL50 de 340 ng.cm-2 para lagartas de S. 

frugiperda com a pró-toxina Vip3Aa16, sendo esta 4 vezes superior a CL50 

encontrada neste estudo, porém dentro dos limites da CL90 aqui descrita. O 

resultado diferiu também de Fang et al. (2007) que, estudando a proteína 

Vip3Aa1 em ensaio de toxicidade com a mesma espécie obtiveram uma CL50 

de 6,9 ng.cm-2, 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 interação de ligação das proteínas Vip3Aa, Vip3Af, Cry1Ab e 

Cry1Fa à BBMV em lagartas de S. frugiperda. Foram resultantes nos ensaios 

de toxicidade as CL50 de 49,3 ng.cm-2 para Vip3Aa, de 21 ng.cm-2 para Vip3Af, 

de 867 ng.cm-2 para Cry1Ab e de 170 ng.cm-2 para Cry1Fa. Portanto, as 

lagartas desta população se mostram mais sensíveis às proteínas do que às 

proteínas Cry1. Foi possível observar nos ensaios de ligação que as proteínas 

Vip3A e Cry1 estudadas têm sítios de ligação independentes nos receptores 

intestinais deste inseto. Mas ocorre competição pelo mesmo sítio entre as 

proteínas Cry1Ab e Cry1Fa, assim como Vip3Aa entre Vip3Af. No entanto, para 
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a lagarta da soja (A. gemmatalis) não são encontrados estudos com as 

proteínas 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 proteínas Vip3A tem apresentado enorme potencial na aplicação 

contra insetos não suscetíveis ou resistentes as proteínas Cry, pois 

apresentam ausência de homologia na sequência de aminoácidos com estas 

proteínas. Além, das proteínas Vip3 poderem estar junto com as toxinas Cry 

nas plantas piramidadas para driblar possível resistência desses insetos às 

culturas Bt, haja vista que as Vip parecem ter outro modo de ação e ocuparem 

outros receptores diferentes no epitélio intestinal do inseto alvo. Mas, para 

tanto, há a necessidade de se analisar as combinações de toxinas para cada 

inseto alvo. Pois possíveis particularidades podem ocorrer como para as 

lagartas da espécie S. eridania que parecem ter um receptor comum para as 

toxinas Vip3A e Cry1I, apesar de serem descritos para outras lagartas do 

mesmo gênero a independência de receptores para estas proteínas 

(BERGAMASCO et al., 2013). 

Estudos referentes a composição das proteínas Vip3 associados à 

estudos de função destas proteínas por meio de de deleções e/ou fusão de 

aminoácidos aliados a efeito tóxico à diferentes insetos podem contribuir com o 

eficaz controle de pragas e retardar a seleção de resistência a toxinas de B. 

thuringiensis. O alto nível de atividade inseticida da proteína Vip3Aa50 do 

isolado I131, envolvido no presente estudo, o torna excelente candidato como 

fonte do gene vip3A para emprego em plantas transgênicas piramidizadas com 

genes cry. 

. 
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5. CONCLUSÕES 
 

 

Os estudos realizados, neste trabalho, permitiram o isolamento e 

obtenção da sequência de um novo gene vip3A a partir do isolado I131 de B. 

thuringiensis pertencente à coleção Laboratório de Genética de Bactérias e 

Biotecnologia Aplicada. A proteína 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 população de A. gemmatalis 

utilizada neste estudo mostra-se mais sensível a esta pró-toxina do que a de S. 

frugiperda. Assim os dados encontrados neste trabalho fazem do isolado I131 

um candidato altamente promissor como fonte de gene vip3Aa para controle de 

S. frugiperda e A. gemmatalis por meio da produção de plantas transgênicas. 
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