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INTERACOES DAS PROTEINAS Cry1lal0 E Vip3Aa DE Bacillus thuringiensis E
TOXICIDADE PARA LARVAS DE Spodoptera spp. (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

As pragas polifagas do género Spodoptera sédo consideradas algumas das mais
importantes causadoras de prejuizos e de ampla distribuicdo em toda a América. Com o
emprego intensivo de plantas geneticamente modificadas, contendo genes de Bacillus
thuringiensis que codificam proteinas inseticidas, ha a possibilidade do surgimento de
insetos resistentes. Para driblar o desenvolvimento da resisténcia, podem-se utilizar
plantas piramidadas expressando proteinas inseticidas com modo de acédo distintas.
Com essa finalidade, o presente estudo verificou 0 modo de agdo das proteinas
Cryllal0 e Vip3Aa sobre larvas neonatas de Spodoptera frugiperda, S. albula, S.
eridania e S. cosmioides, correlacionando a interagdo dessas toxinas aos receptores de
membrana do epitélio intestinal pela unido das toxinas biotiniladas as Vesiculas de
Membrana da Microvilosidade Apical (VMMA) ou “Brush Border Membrane Vesicles”
(BBMV) de intestino médio das larvas desses insetos. Em todas estas espécies foi
detectada, por “Ligand-Blotting”, um receptor putativo de cerca de 65 kDa. Em ensaios
de competicdo in vitro com as proteinas biotiniladas, verificou-se que Vip3Aa e
Cryllal0 ndo competem pelo mesmo receptor, e que Vip3Aa é mais eficiente que
CryllalO, quando testadas individualmente. Quando combinadas, observou-se a acao
sinérgica das toxinas para S. frugiperda, S. albula e S. cosmioides. Entretanto, para S.
eridania ha a competicdo pelo mesmo receptor, e Cryllal0 é mais eficiente que
Vip3Aa, porém com acdo antagdnica, quando testadas conjuntamente. Esses
resultados sugerem que o0 uso desses genes na obtencao de plantas piramidadas pode
nao vir a ser efetivo para driblar a resisténcia em todas as espécies do mesmo género

de insetos-praga.

Palavras-chave: Ensaios de competicdo in vitro; Ligacdo a receptor; Spodoptera

frugiperda; Spodoptera albula; Spodoptera eridania; Spodoptera cosmioides.



viii
Bacillus thuringiensis Cry1lal0 AND Vip3Aa PROTEIN INTERACTIONS AND THEIR
TOXICITY IN Spodoptera spp. (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT

Poliphagous pests belonging to the genus Spodoptera are considered some of
the most important and harmfull pests due to its wide distribution over the American
continent. Presently with the increase of the usage of genetically modified plants,
containing Bacillus thuringiensis genes, which code for insecticide proteins, there is the
possibility of the surge of resistant insects. To overcome this possibility, it has been
proposed to use pyramided plants expressing toxins with different mode of action. Within
mind the present study has verified the mode of action of the proteins CryllAa and
Vip3Aa against neonate larvae of S. frugiperda, S. albula, S. eridania and S. cosmioides
and the interaction between these toxins towards membrane receptors of the intestinal
epithelium apical cells. It was then analyzed the biotinilated toxins union to the Brush
Border Membrane Vesicles (BBMV) of the larvae from these insects. On all of them it
was observed using the ligant blotting procedure a putative receptor with approximately
65 kDa in weight. Using in vitro competition assays with the biotinilated toxins, it was
possible to observe that the protein Vip3Aa does not compete with the protein Crylla
and that the toxin Vip3Aa is more efficient than Crylla when assayed individually. When
analyzed together it was possible to observe a synergic action of these proteins over S.
frugiperda, S. albula and S. cosmioides. However, for S. eridania it was observed
competition between these two proteins (Crylla and Vip3A) and a common receptor.
Also for this last observation the CryllAa protein had a stronger action than the Vip3Aa
although with antagonic action when tested together. The results seem to indicate that
the use of these genes together, aiming transgenic pyramided plants may not be so

effective as need to avoid the surge of resistance by the analyzed pests.

Keywords: In vitro competion assays; Receptor union; Spodoptera frugiperda;

Spodoptera albula; Spodoptera eridania; Spodoptera cosmioides.



I. INTRODUCAO

Spodoptera spp. (Lepidoptera: Noctuidae) sdo pragas importantes que causam
danos significativos a diversos cultivares (SANTOS, 2001). Este género ataca culturas
do algodoeiro, milho, soja e tém sido referido com frequéncia em cultivos de mamona,
sorgo, tomate, hortalicas e frutiferas. Estas pragas danificam, através da alimentacéo,
diferentes oOrgdos das plantas, ocasionando prejuizos significativos (KING &
SAUNDERS, 1984; NORA et al., 1989; BAVARESCO et al.,, 2003; SANTOS, 2007).
Algumas espécies, como S. frugiperda (J.E. Smith), S. albula (Walker), S.
cosmioides (Walker) e S. eridania (Cramer), sdo de ampla distribuicdo nas regides
tropicais das Américas. Atualmente, vém sendo submetidas ao controle por proteinas
Cry e Vip de Bacillus thuringiensis (Berliner), em decorréncia do uso de bioinseticidas e
da adocéo de culturas Bt, isto é, com transgenes que codificam toxinas inseticidas de B.
thuringiensis.

S. frugiperda é sensivel a diversas proteinas Vip3 e Cryl, mas ja ha evidéncia de
tolerancia a algumas Cry1A (http://www.glfc.cfs.nrcan.gc.ca/bacillus). As proteinas Cryll
possuem acdo especifica as ordens Lepidoptera e Coleoptera e, diferentemente de
outras proteinas Crys, sao sollveis, pois ndo se acumulam em cristais (TAILOR et al.,
1992), assim como as toxinas Vip3A, que sédo produzidas na fase vegetativa e
apresentam especificidade a varios insetos da ordem Lepidoptera.

A ligacéo das toxinas Cry ativadas a membrana epitelial das células do intestino
médio se realiza por meio de receptores ou sitios de unido especificos. Esta unidao é
essencial para a toxicidade ao inseto, em que diferentes receptores para diferentes
toxinas podem estar presentes (HOFMANN et al.,, 1988). Diferentes proteinas
receptoras para toxinas Cry foram identificadas, tais como proteina tipo caderina (CDR),
fosfatase alcalina (ALP) ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), aminopeptidase-N
(APN) ancorada a GPI, glicoconjugado de 270-kDa (GCR) e proteina P252 de 250 kDa
(BRAVO et al.,, 2011). Conforme o modelo proposto por BRAVO et al. (2004),
mondmeros das toxinas Cry se unem a caderinas no epitélio do intestino médio de



larvas de lepidopteros, alterando sua conformacéo, o que resulta na oligomerizacdo da
toxina e aumenta sua afinidade de ligacdo a APN (PARDO-LOPEZ et al., 2006) e a ALP
(JURAT-FUENTES et al., 2004). A acdo da toxina Vip3A ativada ocorre no epitélio
intestinal do inseto assim como as proteinas Cry e, devido a sua forma sollvel, essas
proteinas se ligam mais rapidamente aos receptores, resultando em progressiva
degeneracao da camada epitelial (YU et al., 1997).

O desenvolvimento de resisténcia as proteinas CrylA em cepas de insetos de
laboratério pode estar ligado, ou ndo, a alteracdes no gene que codifica a caderina
(TABASHNIK et al., 2005), sendo que ndo ha relatos de alteracdes nos genes que
codificam os ALP e APN. Essa resisténcia aos transgénicos eliminaria o beneficio da
reducdo da aplicacdo de inseticidas quimicos, que sdo toxicos ao meio ambiente e ao
homem (MAIA, 2003).

Estudos que envolvem as diferentes proteinas Cry e Vip e suas interacdes com
0s receptores de membrana do epitélio intestinal de insetos-praga tornam-se de grande
importancia, pois ndo ha relatos da competicdo por um mesmo receptor entre essas
proteinas. As proteinas Vip3Aa e Crylla possuem caracteristicas semelhantes e ndo ha
relatos de testes entre elas, o que deve ser feito para determinar se suas propriedades
peculiares manteriam a vantagem de serem diferentes das outras proteinas Cry e
serem utilizadas para 0 manejo da resisténcia de pragas.

A utilizacdo de toxinas que ndo competem entre si por um mesmo receptor pode
diminuir as chances de desenvolvimento de resisténcia, além de poderem atuar de
forma sinérgica, potencializando sua toxicidade as larvas dos insetos. Essa estratégia
tem em vista a obtencdo de culturas geneticamente modificadas piramidadas, isto é,
culturas que expressam dois ou mais genes que condificam proteinas inseticidas, como
diferentes Cry e Vip3A, assim como a obtencdo de produtos bioinseticidas com o
mesmo objetivo, para 0 manejo da resisténcia e para o controle de pragas de modo
mais eficiente. Com esse propdsito, o presente trabalho objetivou a analise da
toxicidade de proteinas CryllalO e Vip3Aa expressas em Escherichia coli e o efeito
sinérgico delas frente a larvas neonatas de S. frugiperda, S. albula, S. eridania e S.

cosmioides, assim como a correlagdo com o modo de acdo dessas toxinas biotiniladas
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em ensaios de competicdo pela unido aos receptores contidos em Vesiculas de
Membrana da Microvilosidade Apical (VMMA) ou “Brush Border Membrane Vesicles”

(BBMV) de intestino médio desses insetos.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O controle de pragas do género Spodoptera

O controle de insetos-praga é um aspecto fundamental na produgéo agricola,
tanto para grandes como para pequenos produtores (MONNERAT & BRAVO, 1999).
Esse controle estd ligado ao uso intenso de insumos visando diminuir os danos e
perdas da producdo. Para se determinar a acdo de controle destas pragas, €
necessario conhecer o comportamento alimentar das espécies. Os insetos-praga
polifagos, isto €, que se alimentam dos mais diversos cultivares plantados, como o
género Spodoptera, sdo alguns dos principais causadores de perdas constantes dos
produtores.

O g¢género Spodoptera (Lepidoptera, Noctuidae) apresenta distribuicdo
principalmente tropical e subtropical, mas algumas espécies ocorrem nos dois
hemisférios e também em regides temperadas, sendo representado na regido
neotropical por 16 espécies. Alguns estudos de biologia foram realizados com
diferentes espécies de Spodoptera em diversos hospedeiros, demonstrando que esse
género ataca diversas plantas cultivadas, como soja (ABDULLAH et al., 2000), milho
(PITRE & HOGG, 1983) e algodoeiro (HABIB et al., 1983). As lagartas deste género
possuem coloracdo geral que pode variar de amarelo-pardo a preto, com listras
corporeas longitudinais e reticulagbes com formas variadas (POGUE, 2002). No Brasil,
as principais espécies desse género sao a S. frugiperda, S. albula, S. cosmioides e S.
eridania (Figura 1). Sdo encontradas em diferentes culturas, como milho (Zea mays),
sorgo (Sorghum bicolor), arroz (Oryza spp.), trigo (Triticum spp.), alfafa (Medicago
sativa), soja (Glycine max), feijao (Phaseolus vulgaris), amendoim (Arachis hypogaea),
tomate (Solanum lycopersicum), batata (Solanum tuberosum), algoddo (Gossypium
hirsutum), abdbora (Cucurbita spp.), espinafre (Spinacia oleracea) e couve (Brassica
oleracea) (MONNERAT et al., 2007).
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O algodoeiro € hospedeiro de um complexo de artropodes, que podem ocasionar
danos as mais diversas partes da planta. (SANTOS, 2001). Os principais lepidépteros-
praga da cultura no Brasil sdo: a lagarta das macas (Heliothis virescens Fabricius); o
curuqueré (Alabama argillacea Hiubner); a lagarta rosada (Pectinophora
gossypiella Saunders) (DEGRANDE, 1998) e, mais recentemente, lagartas do complexo
Spodoptera tém sido relatadas como pragas de importancia em regides algodoeiras do
cerrado brasileiro (SANTOS, 1997; FERNANDEZ, 2002). As causas desse aumento
populacional envolvem condicdes climéaticas favoraveis (alta temperatura e baixa
umidade relativa do ar), uso excessivo e inadequado de inseticidas, em especial do
grupo dos piretroides e, principalmente, a sucessao de cultura ou o plantio proximo
ou, ainda, em sucessao a gramineas, como milho, milheto e sorgo (MIRANDA, 2006).

Figura 1. Principais espécies do género Spodoptera encontradas no Brasil. (A) S.
frugiperda, (B) S. albula, (C) S. cosmioides e (D) S. eridania. Fonte: Frank Peairs,

Colorado State University; Ronald Smith, Auburn University.
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A existéncia de culturas irrigadas, principalmente nas regibes de cerrado,
prolonga a possibilidade de sobrevivéncia dos insetos, aumentando o numero de
geracbes nos diferentes agroecossistemas. Nessas condicbes, as mariposas
estabelecem um processo migratério entre lavouras formadas por espécies vegetais
semelhantes, mas implantadas em épocas diferentes, como também entre espécies
vegetais diferentes. O prejuizo causado gera uma redug¢do na produtividade de até
34%, mais de US$ 400 milhdes por ano (SOARES, 2010). As lagartas cortam as
plantas jovens na base do caule, causam desfolhamento e perfuram os botdes florais,
flores e macgéas, podendo ser consideradas a praga principal com grande potencial de
dano para a cultura (SANTOS, 2001). Além do algodoeiro, lagartas do
género Spodoptera eventualmente s&do encontradas na cultura da soja (SOSA-
GOMEZ et al., 1993).

A S. frugiperda (J.E. Smith) € uma praga de dificil controle e um inseto polifago
que ataca diversas culturas em muitos paises. E nativa das zonas tropical e subtropical
das Américas, sendo que sua distribuicAo abrange desde o sul do Canada até a
Argentina (LEIDERMAN & SAUER, 1953). A lagarta pode ter sua coloracéo variando de
pardo escura, verde, até quase preta. Apresenta trés finas linhas branco-amareladas na
parte dorsal do corpo. Esse lepidoptero é considerado a principal praga do milho no
Brasil, por comecar a atuar a partir da emergéncia das plantas e continuar até a
formacdo das espigas (COELHO et al., 2004). SERENA et al. (1991) observaram, no
Rio Grande do Sul, o consumo foliar de lagartas S. frugiperda, em arroz irrigado cultivar
BR-IRGA 409, provenientes do campo e laboratério. De acordo com MURGUIDO et
al. (1990), o dano causado pela praga no arroz passa a ser significativo a partir do 4°
instar. A importancia econémica da S. frugiperda na cultura do algodoeiro tem crescido
a cada ano, principalmente nas areas agricolas do Cerrado Brasileiro, onde ataques
severos podem reduzir de forma significativa a produgéo (MIRANDA, 2006).

A S. albula (Walker) é uma praga polifaga, que pode atacar amendoim, soja,
milho, hortalicas, tomate, sorgo, algodao, ervilha, beterraba e outras culturas (KING &
SAUNDERS, 1984; SAVOIE, 1988). A cultura do amendoim é normalmente atacada por

varias espécies de lepidopteros, entre elas Spodoptera frugiperda, Mocis latipes,
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Anticarsia gemmatalis, Stegasta bosquella, Stylopalpia costalimai, cujas lagartas
chegam a causar grandes danos. A espécie Spodoptera albula, que até 1989 era citada
como Spodoptera sunia, ocorre desde o Brasil até a regidao sudoeste dos Estados
Unidos (TOOD & POOLE, 1980). E espécie muito proxima de Spodoptera eridania, cuja
caracterizacdo especifica depende do exame da genitalia. Essas lagartas tém héabitos
noturnos, escondendo-se no solo, o que, aliado a arquitetura da planta, aparentemente
tem dificultado o seu controle.

As lagartas de S. cosmioides (Walker) possuem alto grau de polifitofagia,
danificando diversas culturas de interesse econémico, como amendoim, alfafa, algodao,
arroz, aspargo, aveia, batata-inglesa, berinjela, beterraba, cafeeiro, cebola, couve,
nabo, ervilha, feijao, geranio, girassol, eucalipto, fumo, linho, macieira, milho, pimentéo,
soja, sorgo, tomate e trigo (BERTELS & BAUCKE, 1966; SANTOS et al., 1980; HABIB
et al., 1983; BAVARESCO et al., 2001, 2003, 2004; PASTRANA, 2004; SPECHT et al.,
2004). As lagartas possuem cabeca castanho-amarelada ou alaranjada, com coloragao
de corpo indo do cinza claro, ao castanho e ao preto. Possuem listras ocasionalmente
mais claras, entre amarelo e ocre, entre as manchas segmentais triangulares pretas e
pontos de coloracéo clara (ZENKER et al., 2007).

A S. eridania (Cramer) é citada por diversos autores, alimentando-se da
folhagem de diferentes familias de plantas de importancia econémica (SOO HOO &
FRAENKEL, 1966; SCRIBER, 1981). A espécie S. eridania, que tradicionalmente nao
era importante para a cultura do algodoeiro, esta sendo considerada praga nas regioes
de cultivo no cerrado. Nessa regido, é frequente o sistema de rotacdo envolvendo as
culturas de algodao e soja. As lagartas de S. eridania migram das plantas de soja para
lavouras de algoddo vizinhas. NORA et al. (1989) constataram a presenca de S.
eridania e Spodoptera latifacia (Walker) em pomares de macéd em Friburgo-SC, com
posturas nas folhas e frutos. No 1° e 2° instares, as lagartas alimentaram-se das folhas,
e no 6° instar atacaram os frutos. A porcentagem de frutos danificados em dois
pomares foi 35,4% e 24,7%. Acredita-se que a disponibilidade de hospedeiros
alternativos possa viabilizar o desenvolvimento e a permanéncia de S. eridania em

areas de cultivo de algodao e soja.



O controle dessas pragas tem sido realizado com inseticidas quimicos que, além
do custo elevado, possuem altos riscos de toxicidade e de impacto ambiental. Com o
desenvolvimento de resisténcia das pragas e a crescente preocupacdo com a saude
humana e com a geragdo de residuos quimicos, a utilizagdo de agentes
entomopatogénicos, como o B. thuringiensis, € uma alternativa para controlar essas
pragas economicamente importantes. Os avancos cientificos e tecnoldgicos, obtidos pela
recente introducéo de ferramentas da biologia molecular, foram fatores que impulsionaram
a adocdo e o uso do controle biolégico como uma alternativa a utilizacdo dos defensivos
guimicos. Nesse sentido, 0 uso de bioinseticidas formulados a base de B. thuringiensis
vem contribuindo para o inicio da substituicAo ou para a reducdo dos inseticidas
qguimicos em diversas areas e incentivando novas pesquisas sobre a utilizacdo dessa
bactéria na agricultura (VAN FRANKENHUYZEN, 1993). Principalmente devido a sua
alta especificidade, o uso do B. thuringiensis ndo causa danos aos organismos nao
alvos e nem a fauna em geral (ESCUDEIRO, 2006).

2.2. Bacillus thuringiensis (Bt) e as toxinas Cry e Vip

B. thuringiensis é uma bactéria cosmopolita, aerébia, Gram-positiva, da familia
Bacillaceae. Foi pela primeira vez descrita por Berliner, em 1911, quando este
pesquisador isolou o bacilo de Anagasta kuehniella. Posteriormente, ele 0 nomeou B.
thuringiensis em homenagem a provincia de Thuringia (Alemanha), onde o primeiro
inseto infectado foi encontrado (GLARE & O’'CALLAGHAM, 2000). E um bacilo de 1,0 a
1,2 ym de largura por 3,0 a 50 pym de comprimento, catalase positivo, aerdbio
facultativo, quimio-heterotrofico e possui temperatura ideal de crescimento de
aproximadamente 30°C (MORAES & CAPALBO, 1981).

Essa bactéria é caracterizada pela producédo de proteinas na forma de cristais
com atividade inseticida e que apresenta duas fases principais durante seu ciclo de
vida: uma de crescimento vegetativo, na qual a bactéria se multiplica por biparticdo, e
outra de esporulacado, que consiste na diferenciacdo da bactéria em esporo. Durante a
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fase de esporulacdo, B. thuringiensis produz proteinas inseticidas acumuladas em
cristais parasporais na fase estacionaria do seu ciclo de crescimento. Essas bactérias
sdo consideradas de ocorréncia ubiqua, por terem sido isoladas de todas as partes do
mundo, de diversos ecossistemas e de varios substratos, como solo, agua, superficie
de plantas, insetos mortos, teias de aranha e grédos armazenados (BRAVO et al., 1998).
Essa ocorréncia é devida, principalmente, a sua capacidade esporulante, o que lhe
confere uma elevada resisténcia ao calor e a seca (MARTIN e TRAVERS, 1989).

As formulacdes a base de esporos e proteinas cristais inseticidas de B.
thuringiensis tém sido utilizadas como bioinseticidas hd mais de 35 anos, e sua
utilizacdo € uma alternativa viavel para o controle de insetos, diminuindo, assim, o
problema de resisténcia dos insetos aos pesticidas quimicos. Uma das vantagens na
utilizacdo de B. thuringiensis € sua especificidade aos insetos susceptiveis, seu efeito
ndo poluente ao meio ambiente, sua inocuidade aos vertebrados e auséncia de
toxicidade as plantas (WHITELEY & SCHNEPF, 1986).

B. thuringiensis produz inclusdes proteicas cristalinas compostas por proteinas
Cry (©- endotoxinas) e Cyt, que sdo toxicas para uma grande variedade de pragas
agricolas e para vetores de doencas, e podem ser visualizadas por microscopia Optica
(BRAVO et al.,, 1998; MONNERAT & BRAVO, 2000). As diversas proteinas Cry sao
codificadas pelos genes cry, que atualmente sdo mais de 620 tipos diferentes genes
cry sequenciados, e as suas proteinas sao classificadas em 70 grupos organizados em
diferentes  subgrupos, de acordo com a identidade de aminoacidos
(http:/www.biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/toxins2.html). Além das toxinas do
cristal, varias cepas de Bt também produzem outras endotoxinas, como as endotoxinas
citoliticas (Cyt), as proteinas vegetativas (Vip), as B-exotoxinas e as parasporinas.

O cristal inseticida de subespécie ou variedade de B. thuringiensis pode conter
um tipo ou varios tipos de proteinas Cry. Este fato é devido a presenca de uma ou
varias copias de um mesmo gene cry ou copias de diferentes genes, cujos produtos
formardo um mesmo cristal misto (LERECLUS et al., 1993), podendo ser encontrados
até sete diferentes genes cry em um mesmo isolado de B. thuringiensis (MARTINEZ &

CABALLERO, 2002). Esses genes podem estar localizados tanto no cromossomo como
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em grandes plasmideos (125 kb) (GONZALES et al., 1982) ou em ambos. Uma
caracteristica comum entre muitas subespécies de B. thuringiensis € a presenca de um
complexo arranjo de plasmideos. O nimero e o tipo desses plasmideos variam
consideravelmente entre as linhagens (GONZALEZ & CARTON, 1981), mas s&o
independentes do sorotipo e do patotipo. A expressao dos genes cry é regulada por
dois mecanismos: um deles depende dos fatores sigma especificos da fase da
esporulacéo, onde estdo classificados a maioria dos genes cry, e 0 outro, independente
do processo de esporulacdo, como o cry3, cujos fatores sao tipicos da fase de
crescimento vegetativo (VALADARES-INGLIS et al., 1998)

A identificac&do dos tipos e subtipos de genes contidos numa nova linhagem de B.
thuringiensis, por meio da técnica de PCR e testes de bioensaios, utilizada em diversos
trabalhos, como MONNERAT et al. (2007), THAMMASITTIRONG e ATTATHOM (2008)
e SEIFINEJAD et al.(2008), pode ser empregada para predizer seu potencial ao
biocontrole, bem como a sua especificidade (WANG et al., 2003). Por essa razao, deve-
se encorajar a busca e selecdo de novos genes, cujas diferencas ndo tenham sido
detectadas somente atraves do tamanho dos fragmentos obtidos apos a amplificacéo,
mas que possam ser detectadas através de sequenciamento. Dessa forma, a
identificacdo se tornard mais rapida e eficiente, o que poderéa acelerar a descoberta de
genes com novas especificidades e, consequentemente, havera um incremento dos

programas de controle biolégico a base de B. thuringiensis.

2.3. Caracteristicas e modo de acao das toxinas Cry e Vip

A estrutura tridimensional das formas ativas das proteinas Cry consiste de trés
dominios (Figura 2). O dominio | (N-terminal) consiste de 7 a-hélices, sendo 6 hélices
anfipaticas (al, a2, a3, a4, a6 e a7), que envolvem uma hélice central e hidrofébica
(a5). Esse dominio esté envolvido na insercéo da proteina na membrana e na formacao
do poro. O dominio Il é formado por trés folhas- antiparalelas ao redor de um cerne
hidrofébico, terminando em algcas no apice da molécula (SHIMIZU & MORIKAWA, 1996;
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RUKMINI et al., 2000). O dominio Il (C-terminal) consiste de duas folhas-p
antiparalelas, formando um B-sanduiche. Esses dois dominios estdo envolvidos no
reconhecimento e ligacdo ao receptor. Além disso, acredita-se que o dominio Il esteja
fortemente envolvido com a estabilidade estrutural da proteina (de MAAGD et al., 2001),
protegendo a toxina de degradacdo durante o processamento proteolitico, controlando
as interacfes toxina-toxina e pode estar agindo em conjunto com o dominio |, na
formacédo do poro (RUKMINI et al., 2000).

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura da toxina Cry3A (LI et al., 1991). O
dominio | (regido azul) possui sete a-hélices e esta relacionado a formacédo do poro.
Dominio Il (regido verde) estéa relacionado com a ligacdo aos receptores de membrana.
Esse dominio € formado por trés folhas-B antiparalelas ao redor de um cerne
hidrofébico, terminando em alcas no apice da molécula. O dominio Il (regido vermelha)
corresponde a regido C-terminal, que consiste de duas folhas- B antiparalelas,
formando um (B-sanduiche e acredita-se que esse dominio esteja fortemente envolvido

com a estabilidade estrutural e a ligacao ao receptor.
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Quanto ao modo de acédo das 4-endotoxinas de B. thuringiensis, o modelo atual
tem sido estudado principalmente para ordem Lepidoptera, ainda que certos trabalhos
mostrem caracteristicas muito similares em outras ordens de insetos. Essas proteinas
possuem alta toxicidade para larvas de diferentes ordens de insetos e de certas
espécies de Nematoda, Protozoa e Acari (FEILTELSON, 1994). Geralmente, o tipo do
gene cry presente em um isolado correlaciona a especificidade da proteina Cry
produzida. Mas a patogenicidade e a especificidade de uma linhagem € determinada
pelos tipos de genes cry funcionais que elas possuem. Algumas dessas proteinas
apresentam toxicidade a mais de uma ordem de insetos, por exemplo, as Cryll toxicas
para as ordens Lepidoptera e Coleoptera (TAILOR et al., 1992) e CrylB, que é ativa
para as ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (ZHONG et al., 2000). Essa
simaridade de acdo pode ser explicada pela proximidade genética entre esses tipos de
genes cry, demonstrado pelo dendrograma de similaridade entre trés dominios das
proteinas Cry (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/Crytree.pdf).

A primeira proteina Cryll foi caracterizada por TAILOR et al. (1992), tendo
muitos outros tipos de genes cryll caracterizados e publicados (CHOI et al., 2000,
GLEAVE et al.,, 1993, SONG et al.,, 2003, TOUNSI et al.,, 2003). Os genes cryll
codificam uma proteina com 719 aminoacidos e massa molecular em torno de 70 a 81
kDa, que séo secretadas na fase vegetativa do crescimento de B. thuringiensis e que
nao se acumulam em cristais (TAILOR et al., 1992; GLEAVE et al., 1993; CHOI et al.,
2000; SONG et al., 2003; ESCUDERO et al., 2006; GROSSI-de-SA et al., 2007). Estas
tém sido classificadas como proteinas Cryll devido a similaridade com aquelas do
grupo Cryl (CRICKMORE et al.,, 2012). Atualmente sé&o cerca de 50 genes cryll
agrupados em 6 subclasses (crylla a cryllf) (CRICKMORE et al., 2012). A eficiéncia de
Crylla tem sido demonstrada contra diversos insetos da ordem Lepidoptera e
Coleoptera (TAILOR et al., 1992; ESCUDERO et al., 2006; GROSSI-de-SA et al., 2007;
BERGAMASCO et al., 2011; MENDES, 2011). A predi¢cdo da conformacdo da proteina
Crylla de B. thuringiensis kurstaki, depositada no Swiss Prot, evidenciando os trés

dominios, esta ilustrada da Figura 3.
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De acordo com os resultados descritos na literatura por KOSTICHKA et al. (1996),
a andlise da sequéncia deduzida de proteina do gene cryllalO do isolado T01328 revelou
a presenca de um dominio N-terminal, o qual atua como um peptideo sinal (ESPINDOLA,
2003). Embora as sequéncias tenham alto grau de similaridade com outras proteinas Cry,
0s primeiros 34 aminoacidos mostram desprezivel homologia. O dominio N-terminal do
gene crylla contém caracteristicas como trechos de aminoacidos carregados
positivamente (do M-1 a Q-10) seguidos por residuos hidrofobicos (do S-11 a A16) e uma
regido polar (a partir do K-17), as quais podem funcionar como um peptideo sinal em
espécies de Bacillus (SIMONEN & PALVA, 1993). Dessa maneira, pode-se concluir que
esses dados indicam que a proteina Crylla é produzida e secretada no inicio da fase
estacionaria (KOSTICHKA et al., 1996). MASSON et al. (1998), reportaram que B.
thuringiensis sub. aizawai estirpe HD-133 expressa um gene crylla durante o

estégio inicial da esporulagéo, na fase estacionaria.

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura da toxina Crylla de B. thuringiensis
kurstaki (http://swissmodel.expasy.org/repository/?pid=smrO3&query_1_input=Q45752)
evidenciando o dominio | (regido azul), dominio Il (regido verde) e dominio Il (regido

vermelha).
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SHIN et al. (1995) reportaram que genes da classe cryll podem estar
silenciados em estirpes de B. thuringiensis, devido ao fato desses genes serem
localizados a jusante ("downstream™) de outros genes da classe cryl, sendo que a
sequéncia terminadora dos genes cry se localiza no intervalo entre os genes cryl e
cryll.

O modo de acao das proteinas Cry foi determinado, principalmente, em larvas de
lepidopteros (KNOWLES & DOW, 1993). As proteinas Cry provocam lise das células
epiteliais intestinais das larvas de insetos susceptiveis pela formacdo de poros na
regido apical das microvilosidades (ARONSON & SHAI, 2001; de MAAGD et al., 2001;
BRAVO et al., 2005). Os sintomas que sdo observados a partir desse momento s&o:
perda do apetite, paralisia do intestino, vomito, diarreia, paralisia total e, por fim, morte
(ARONSON et al., 1986). O mecanismo de acao das proteinas Cry € um processo que
pode ser dividido em varias etapas, como descrito a seguir.

Os cristais produzidos por B. thuringiensis, ao serem ingeridos por larvas de
insetos susceptiveis, sdo solubilizados no intestino médio (pH alcalino), liberando uma
ou mais proteinas Cry (protoxinas). Além disso, € necessario um ambiente redutor, ja
gue as pontes dissulfeto sdo abundantes na metade C-terminal das proteinas de 130
kDa. O intestino médio da maioria das larvas de insetos susceptiveis (lepidépteros,
dipteros e alguns coledpteros) apresenta alto pH e condi¢des redutoras (KNOWLES,
1994). Entretanto, existem excec¢des, como o caso da proteina Cry3A, que se dissolve
tanto em pH &cido (3,9 a 4,2) quanto em pH alcalino (9,5 a 11,3), permanecendo
insolavel em pH neutro (KOLLER et al., 1992).

ApOs os cristais ingeridos por larvas susceptiveis terem sido dissolvidos no
ambiente alcalino do intestino, as protoxinas soluveis e inativas séo clivadas por
proteases do hospedeiro, originando proteinas ativas de 60-70 kDa (BRAVO et al.,
2005). A ativacao da toxina envolve a remocéao proteolitica da por¢cao N-terminal dos
peptideos (25-30 aminoacidos para a Cryl, por exemplo) e aproximadamente metade
da proteina restante da porcdo C-terminal (no caso de protoxinas longas). O
processamento € um fator que pode contribuir na determinacdo da especificidade. A

toxina CrylAb da estirpe B. thuringiensis subsp. aizawai toxica para lepidépteros, por
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exemplo, quando solubilizada com suco géstrico de A. aegypti e ativada com tripsina
torna-se toxica para esse inseto (BRAVO et al., 2007).

As proteinas Vip ou proteinas inseticidas de segunda geracgao, produzidas por B.
thuringiensis, sdo expressas no estagio vegetativo de crescimento, diferentemente das
d-endotoxinas, cuja expressao € restrita a esporulacao. Essas proteinas sdo secretadas
pela célula e, ndo formam inclusdes cristalinas, além de ndo terem similaridade na
sequéncia de aminoacidos, sdo excluidas da nomenclatura das proteinas Cry
(CRICKMORE et al., 2012). O gene vip codificador da proteina Vip inicia a expressao
dessa proteina durante a fase de crescimento vegetativo e continua sendo expresso em
culturas esporulantes. Altos niveis de expressdo em combinacdo com alta estabilidade
da proteina favorecem a producdo de grande quantidade de proteina nos
sobrenadantes de culturas esporulantes (ESTRUCH et al.,, 1996). Ao contrario das
proteinas Cry, as quais se unem em cristais insollUveis dentro da célula mée, Vip &
secretada como proteina sollvel por algumas linhagens de B. thuringiensis durante a
fase vegetativa de crescimento, limitando sua aplicacdo no campo (ARORA et al.,
2003).

As proteinas Vip, classificadas de Vipl a Vip4, ndo possuem homologia com
proteinas Cry conhecidas. Atualmente, existem 65 genes vip3A, agrupados de vip3Aa a
vip3Ah. O gene vip3Aa codifica uma proteina com 791 aminoacidos e massa molecular
de 88,5 kDa (ESTRUCH et al., 1996). As proteinas Vip possuem toxicidade da mesma
magnitude que a das proteinas Cry contra insetos susceptiveis. No entanto, o espectro
inseticida das proteinas Vip inclui, ainda, certas pragas importantes, as quais tém
mostrado insensibilidade para as proteinas Cry (BHALLA et al., 2005). Vip3Aa possui
atividade inseticida contra um grande espectro de insetos-praga de importancia
agrondmica da ordem Lepidoptera e revela alta bioatividade para lagarta-rosca (Agrotis
ipsilon), lagarta-do-cartucho (S. frugiperda), lagarta-da-beterraba (S. exigua)
(ESTRUCH et al.,, 1996), lagarta-da-macd (Heliotis virescens), lagarta-da-espiga
(Helicoverpa zea) (DOSS et al.,, 2002), dentre outras. No caso de A. ipsilon, Vip3A

proporciona 260 vezes superior atividade inseticida que algumas proteinas CrylA
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relatadas como sendo ativas contra esta praga (ESTRUCH et al., 1996; MACINTOSH et
al., 1990).

A acdo da proteina Vip3A tem sido examinada e mostra ter atuacao no epitélio
intestinal do inseto assim como as proteinas Cry. Porém, devido a sua forma solavel,
essas proteinas se ligam mais rapidamente aos receptores de membrana das células
epiteliais do intestino do inseto susceptivel, resultando em progressiva degeneracéo da
camada epitelial (YU et al., 1997). Segundo DONOVAN et al. (2001), a proteina Vip3A
pode ser sintetizada depois que esporos de B. thuringiensis séo ingeridos por insetos,
sugerindo que uma parte significante da patogenicidade de B. thuringiensis contra S.
exigua seja devida a producdo de proteina Vip3A dentro de lagartas. A mortalidade
seria, entdo, resultante da agédo da proteina Cry em conjunto com a germinacdo de
esporos, crescimento e desenvolvimento de células bacterianas depois da ingestao
pelas lagartas. A descoberta da proteina Vip3A foi muito importante para o controle
biolégico de insetos pragas, pois, segundo MONERAT & BRAVO (2000), atualmente
ndo so se aproveitam as misturas de esporos e cristais, obtidos apds o cultivo de B.

thuringiensis, como também € possivel utilizar o seu sobrenadante.

2.4. Receptores para as toxinas Cry e Vip

As proteinas ativas ligam-se aos receptores localizados nas microvilosidades das
células colunares do epitélio intestinal das larvas de insetos susceptiveis (de MAAGD et
al., 2001; BRAVO et al., 2005). A insercao da toxina promove a formacéo de poros na
regido apical das microvilosidades. A unido a esses sitios € uma etapa determinante da
especificidade das toxinas Cry, o que motivou diversos grupos de pesquisa a se
dedicarem ao entendimento desse processo (MONNERAT & BRAVO, 2000). As
metodologias mais utilizadas sdo os estudos cinéticos de unido utilizando proteinas
marcadas com biotina e vesiculas de membrana da microvilosidade apical (VMMA) ou

“brush border membrane vesicles” (BBMVS).
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A cinética de unido das toxinas Cry as vesiculas da membrana da
microvilosidade apical dos insetos suscetiveis é bifasica, composta de um passo
reversivel e outro irreversivel (VAN RIE et al.,, 1989). O primeiro passo envolve a
interacdo entre a toxina e seu sitio de unido (unido reversivel), que é um requisito
basico para que ocorra toxicidade, mas ndo suficiente (SCHNEPF et al., 1998). No
entanto, a unido irreversivel a receptores especificos e a insercdo na membrana
parecem estar mais ligadas com a toxicidade (VAN RIE et al.,, 1989; MONNERAT &
BRAVO, 2000). A interacdo inicial esta relacionada a ligacdo entre a toxina e 0
carboidrato do receptor, enquanto a irreversivel estd associada com uma interacdo
proteina-proteina (LIANG et al., 1995).

Em relacdo as toxinas CrylA, pelo menos quatro diferentes receptores (Figura 4)
foram descritos em diferentes larvas de lepiddpteros: a proteina do tipo caderina
(CADR), uma fosfatase alcalina (ALP) ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), uma
aminopeptidase-N (APN) ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI) e um glicoconjugado
de 270 kDa (GCR) (BRAVO et al, 2007).

Figura 4. Receptores moleculares das proteinas CrylA. Receptor do tipo caderina
(CADR); receptor aminopeptidase-N (APN); receptor fosfatase alcalina (ALP); receptor
glicoconjugado de 270 kDa (GCR). GalNAc= N-acetilgalactosamina, reconhecida pelo
dominio Il de toxinas Cry (BRAVO et al., 2007).
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As proteinas caderinas sdo glicoproteinas transmembranicas com um dominio
citoplasmético e um ectodominio extracelular com uma seérie de repeticbes de
caderinas. O dominio extracelular contém sitios de ligacdo de célcio e sequéncias para
a ligacédo de caderinas. Em lepiddpteros, os receptores do tipo caderina tém sido muito
estudados como receptores para as proteinas CrylA. A primeira caderina de 210 kDa
(denominada BT-R1) que demonstrou interacdo com essas proteinas foi isolada e
caracterizada das BBMVs de Manduca sexta (VADLAMUDI et al., 1995). Além disso,
outros receptores do tipo caderina ja foram identificados em outras espécies de
lepidopteros, por exemplo, as BtR175 de 175 kDa, isoladas das BBMVs de Bomby mori,
e as HelvCalLP isoladas de uma populacdo resistente a proteina CrylAc de Heliothis
virescens (PIGOTT & ELLAR, 2007).

As APN e as ALP sdao proteinas ancoradas a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), e
estdo incluidas dentro de plataformas de lipidios (“lipid rafts”) que estdo ordenadas em
espacos diferenciados dentro de microdominios das membranas celulares. Essas
plataformas de lipidios s&o constituidas por glicoesfingolipidios, colesterol e com
proteinas ancoradas a glicosilfosfatidil-inositol (GPI) e, possivelmente, estdo envolvidas
em vias de transducéo de sinal. De acordo com MASSON et al. (1995), a toxina CrylAc
liga-se ao receptor APN através do dominio Ill que reconhece, especificamente, a N-
acetilgalactosamina (GalNAc). Apés a ligacéo a receptores especificos, a toxina Cry se
une rapida e irreversivelmente a membrana plasmatica das células epiteliais, com
subsequente abertura ou formacdo de poros, ocorrendo, assim, um desequilibrio
osmoético entre 0 meio intra e extracelular, ocasionando perda da integridade da
membrana do intestino das larvas de insetos suscetiveis (VAN RIE et al., 1989; IHARA
et al., 1993; LIANG et al., 1995; RABINOVITCH et al., 2000).

Vérias proteinas formadoras de poros (TFP) formam uma estrutura oligomérica
soluvel antes de sua insercdo na membrana. No caso da toxina Cry1Ab, que se liga aos
receptores do tipo caderina em M. sexta, ocorre uma clivagem adicional na porcdo N-
terminal da proteina (hélice a-1), quando ela se liga ao receptor. Esse processo facilita
a formacdo de um “pré-poro”, que é uma estrutura oligomérica responsavel pela

insercdo da proteina na membrana e sua toxicidade (GOMEZ et al., 2002; RUSSEAL et
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al., 2004). A formacédo dessa estrutura oligomérica ja foi demonstrada para uma grande
guantidade de proteinas: CrylAa, CrylAb, CrylCa, CrylDa, CrylEa, CrylFa e Cry3
(GOMEZ et al., 2002; RAUSELL et al., 2004; MUNOZ-GARAY et al., 2006). Muitos
trabalhos sugerem que, apods a ligacdo da proteina ao receptor caderina e a formacéo
do oligbmero, ocorre uma segunda interacdo com outro receptor (fosfatase alcalina ou
aminopeptidase), que facilita a insercdo da toxina na membrana (PARDO- LOPEZ et al.,
2006; JURAT-FUENTES & ADANG, 2006). Durante esse evento, ha um leve
desdobramento da toxina, provocado pelo pH do ambiente, que também auxilia nessa
insercao. A estrutura oligomérica, ou pré-poro, é entdo inserido na membrana formando
realmente o poro e levando a turgidez e lise celular (BRAVO et al., 2004).

O modo de acao das proteinas Cry é explicado de forma resumida na Figura 5. A
partir do processo de formacédo do poro, as toxinas Cry aumentam a permeabilidade
das microvilosidades apicais a cations, anions, agua e moléculas de maior tamanho.
Isso causa um colapso na diferenca de potencial da membrana, ocasionando uma méa
redistribuicdo dos cations entre o lumen e o citoplasma. Além disso, ocorre
alcalinizacdo do citoplasma, interferindo no metabolismo celular normal e,
consequentemente, ocorre morte celular e destruicdo do epitélio (WOLFERSBERG,
1992). Assim que as células colunares e caliciformes sédo destruidas, os esporos de B.
thuringiensis tém acesso a hemolinfa (DU & NICKERSON, 1996), ambiente no qual
germinam. Tais eventos conduzem a lise das células epiteliais do intestino dos insetos
e, finalmente, a morte dos insetos por inanicdo e septicemia (DAl & GILL, 1993;
MONNERAT & BRAVO, 2000).

Apesar do modelo descrito acima ser o0 mais aceito, existe outro modelo proposto
para o modo de agdo das proteinas Cry. Enquanto o primeiro modelo caracteriza-se
pela formacao de poros na membrana epitelial de células intestinais, o segundo modelo
caracteriza-se pela transducdo de sinais. Além disso, a hipotese que defende a
formacdo de poros tem sido estudada em nematoides e em varias ordens de insetos
(BRAVO et al.,, 2007). A grande maioria dos resultados desses estudos confirma o

modelo de formacgéo dos poros (BRAVO et al., 2007). O modelo de transduc¢éo de sinal
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foi proposto em estudos realizados somente em células de insetos (ZHANG et al.,
2006).

Figura 5. Modo de acado das toxinas Cry. (1) Solubilizacdo e ativacéo da proteina. (2)
Ligacdo da toxina monomérica com o primeiro receptor (CADR), mudanca
conformacional da toxina e clivagem da hélice a-1. (3) Formac&o oligomérica. (4)
Ligacdo da toxina ao segundo receptor GPI-APN ou GPI-ALP) e mudanca
conformacional da proteina. (5) Insercdo da estrutura oligomérica na membrana e
formacéao do poro (BRAVO et al., 2007).

O primeiro passo nos dois modelos € idéntico, isto é, os cristais proteicos séo
ingeridos pelas lagartas e, em seguida, solubilizados no intestino médio pelo pH
alcalino. Desse modo, as protoxinas sédo clivadas por proteases intestinais, dando
origem a proteinas de 60 kDa, aproximadamente. Assim, as proteinas ativas ligam-se
aos receptores do tipo caderinas, que estdo presentes nas microvilosidades intestinais.
A patrtir disso, os dois modelos tornam-se diferentes.

O modelo proposto (Figura 6) retrata uma série de eventos associados a
membrana celular. A ligacdo de proteinas CrylAb aos receptores BT-R1 (do tipo
caderina) estimula regides especificas de uma proteina G que imediatamente torna-se
ativa. Em seqguida, a proteina G aciona a adenilato ciclase (AC), que € responsavel pela
producdo de cAMP. O acumulo de cAMP ativa a proteina quinase (PKA). Essas
enzimas influenciam a transcricdo de genes responsaveis pela producédo de proteinas
que desestabilizam o citoesqueleto celular e canais iGnicos presentes na membrana. O
defeito na integridade estrutural e funcional da célula provoca um inchaco celular e,
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posteriormente, sua morte (ZHANG et al.,, 2006). Esse modelo € muito similar aos
modelos de vérias toxinas de bactérias. Essas toxinas afetam as células hospedeiras
pela sua ligacdo aos receptores da membrana plasmatica e manipulacdo de reacdes
criticas, que sdo responsaveis por varias respostas celulares (ZHANG et al., 2006).

Diferentes toxinas se ligam a diferentes receptores em diversas espécies de
insetos e com intensidade variada, o que explica a sua especificidade. A unido das
toxinas & membrana epitelial das células do intestino médio, ainda que necesséria, ndo
é suficiente para determinar que uma proteina Cry seja tdxica contra um determinado
inseto. Assim, as toxinas se unem com alta afinidade a sitios de unido situados em
vesiculas preparadas a partir de células da borda em escova (BBMV-“Brush Border
Membrane Vesicles”) do intestino de S. exigua, mas resultaram em pouca toxicidade a
esses insetos (LUO et al., 1999).

Figura 6. Esquema do modelo proposto para o modo acédo das proteinas Cry. As
proteinas Cry ligam-se aos receptores BT-R1, estimulando a proteina G e a adenilato
ciclase, que séo responsaveis pela producdo de cAMP. Essa molécula ativa a enzima
proteina quinase que promove desestabilizagdo do citoesqueleto e dos canais i6nicos,

provocando, assim, a morte celular (ZHANG et al., 2006).
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Mediante o estudo da interacéo entre toxinas Cry e BBMV, preparadas a partir de
diferentes insetos, tem-se conseguido determinar a especificidade das toxinas Cry em
diversas espécies de pragas. Segundo HERRERO & FERRE (2001), os resultados
obtidos para os ensaios de ligacdo da toxina CrylAc em P. xylostella e S. exigua,
mostraram que ambas as metodologias BBMV, com centrifugacdo e com filtrac&o,
foram eficientes para os estudos de ligacdo. No entanto, niveis significantemente
maiores de ligacdo especifica de CrylAc marcado com '#| foram obtidos usando-se o
método de centrifugacdo, usando-se BBMV preparadas ou a partir de larvas inteiras ou
de intestinos dissecados de larvas.

LEE et al. (2003) compararam o modo de acdo da proteina Vip3A com CrylAb
em experimentos de ativacdo proteolitica, ligacdo a BBMV ("Brush Border Membrane
Vesicles") e habilidade para formar poros em dois diferentes ensaios in vitro. Os autores
verificaram que Vip3A difere, em varias etapas, quanto ao modo de acéo, utilizando um
alvo molecular diferente e formando distintos canais ibnicos, comparada a CrylAb. A
interacdo das proteinas Vip com o0s receptores do intestino das larvas de diferentes
lepidopteros tem colocado essas proteinas como uma segunda geracdo de toxinas de
B. thuringiensis, com excelente potencial para o0 manejo da resisténcia.

Nesse sentido, genes cry de B. thuringiensis vém sendo isolados e clonados em
E. coli ou em B. thuringiensis mutantes para genes cry (cry-B), por varios
pesquisadores, ja algum tempo (KUMAR et al., 2005; HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2008; BERGAMASCO, 2009) e, assim como atualmente com os genes vip3 (LEE et al.,
2003; BHALLA et al., 2005; SENA et al., 2009, ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011 a b)
tidos como responsaveis pela expressao de proteina altamente toxicas a um amplo
espectro de insetos da ordem Lepidoptera. Tanto as toxinas Cryll, quanto as Vip3A sao
soluveis e ndo formam cristais proteicos em B. thuringiensis. Esse fato dificulta o
isolamento destas proteinas sollveis, sendo indispensavel a clonagem e expressdo em
E. coli para obter as proteinas expressas e utiliza-las em bioensaios para determinar
sua Clsg, verificando-se isoladamente a sua toxicidade as pragas estudadas. As suas

caracteristicas inseticidas também podem ser exploradas com sucesso se essas
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proteinas forem expressas em plantas transgénicas (LAGNAOUI et al., 2001, LIU et al.,
2004).

Os genes que codificam Vip3Aa e Cryll possuem um peptideo sinal anterior ao
codon inicial, determinando o mesmo mecanismo de secrecdo. Esses genes tém
tamanhos semelhantes, assim como as suas proteinas codificadas, apesar de nao
terem similaridade na sequéncia de aminoacidos. Entretanto ndo ha relatos de testes
entre as proteinas Vip3Aa e Cryll, o que deve ser feito para determinar se suas
propriedades peculiares manteriam a vantagem de serem diferentes das outras

proteinas Cry e serem utilizadas para o manejo da resisténcia de pragas.

2.5. Toxicidade e ligacdo das toxinas de Bt em espécies da ordem

Lepidoptera

Insetos lepidOpteros pertencentes a familia Noctuidae, tais como espécies de
Spodoptera, sdo importantes pragas que sao fracamente susceptiveis a maioria das
endotoxinas. As informacdes a respeito da susceptibilidade de S. frugiperda a familia de
proteinas Cry sao limitadas, apesar de serem encontrados numerosos trabalhos
enfocando a interacdo entre as toxinas e sitios de ligacdo, bem como o papel das
modificacbes dos sitios de ligacdo na resisténcia dos insetos (FERRE &VAN RIE,
2002). Portanto, o conhecimento sobre as interagfes toxina-receptores € o elemento-
chave para designar estratégias especificas para prevenir a resisténcia cruzada em S.
frugiperda.

Estudos de VAN FRANKENHUYZEN (2009) comprovam a abrangente insercao
dessas toxinas em diferentes taxons e denotam o especifico espectro de atividade
dessas proteinas. Todavia, a despeito do crescente aumento na lista de genes cry
identificados, foi constatado que a maioria (91%) das toxinas foi testada contra um
namero limitado de espécies (10 ou menos), e cerca de 28% das toxinas catalogadas
até entdo ainda nao foram testadas. Além disso, espécies e toxinas testadas nao estéao

igualmente distribuidas entre as ordens de insetos e familias de proteinas. Entre trés
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maiores ordens de insetos, os lepidopteros foram os mais testados, sendo 59 holotipos
de toxinas experimentados contra 71 espécies, num total de 1.182 bioensaios. A
espécie Plutella xylostella foi a mais utilizada nesses bioensaios (9,8% deles), seguida
da S. exigua (8,7%) e Heliotis virescens (6,4%). As familias de toxinas Cryl, Cry2 e
Cry9 respondem por 96,2% dos bioensaios com lepidépteros, sendo que apenas Cryl
corresponde a 80%.

Em relacdo as andlises de toxicidade, ligacédo e permeabilidade das toxinas, LUO
et al. (1999), utilizando BBMV, a partir de S. frugiperda e S. exigua, e comparando os
resultados com aqueles obtidos nos bioensaios, verificaram que CrylFa foi altamente
toxica, e CrylAc foi ndo toxica para larvas de S. exigua e S. frugiperda. Entretanto
CrylCa foi altamente tdxica para S. exigua e fracamente téxica para S. frugiperda. Ao
contrario, Cryl1Bb foi ativa contra S. frugiperda, mas pouco ativa contra S. exigua. Nos
experimentos de ligacdo, os autores demonstraram que CrylAc ligou-se
irreversivelmente as BBMV de S. exigua e S. frugiperda. Entretanto, CrylAc néao
permeabilizou BBMV a partir das espécies de Spodoptera. Os resultados sugerem que
alguns componentes da membrana sdo necessarios para a formacao de poros, induzida
por CrylAc, e que a ligacdo da toxina Cryl € necessaria, mas ndo suficiente para a
toxicidade.

TABASHNIK et al. (1997) demonstraram que populagbes de P. xylostella
tornaram-se altamente resistentes as proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc devido a
aplicagcbes de bioinseticidas a base de Bt. O surgimento de resisténcia nas populacdes
de P. xylostella foi devido a modificacbes nos receptores para as proteinas CrylAb e
CrylAc. As proteinas CrylAb e CrylAc nao conseguiram se ligar aos seus receptores,
poréem a ligacdo da proteina CrylAa aos receptores ndo foi alterada, apesar dessa
linhagem possuir uma alta taxa de resisténcia a essa proteina (TABASHNIK et al.,
1997). Estudos recentes confirmaram que a resisténcia dessa populacao de insetos nao
esta relacionada a mutacfes no gene da caderina (BAXTER et al., 2005) e nem a
mutacdes em genes responsaveis pelos outros receptores, como aminopeptidases,

fosfatase alcalinas ou glicolipidios (BAXTER et al., 2008). Existe a possibilidade de que
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a populacéo resistente tenha uma mutacédo nos genes de outras proteinas que possam

funcionar como receptores primarios das toxinas (BRAVO & SOBERON, 2008).

2.6. Resisténcia de pragas atoxinas Bt expressas em culturas transgénicas

Resisténcia é definida como a capacidade, adquirida por meio de um processo
evolutivo, de um organismo sobreviver em resposta a pressao de selecdo imposta pela
exposicao a algum agente toxico (ILSI/HESI, 1998). Pragas-alvo evoluem em resposta
a selecdo natural imposta pelos métodos de controle, limitando sua eficiéncia e
viabilidade a longo prazo (HAWTHORNE, 1998). Os casos de resisténcia nao se
limitam a inseticidas sintéticos, mas incluem uma ampla gama de produtos naturais,
incluindo reguladores de crescimento e agentes de controle biolégico, entre eles as
toxinas produzidas por B. thuringiensis (Bt).

Formulac®es contendo a toxina Bt tinham sido usadas por mais de quarenta anos
como inseticidas sem nenhuma evidéncia de resisténcia em situacdes de campo; o
primeiro relato de falhas de formulagdes Bt no controle de pragas ocorreu nas Filipinas
com a traca-das-cruciferas (P. xylostella). Outros relatos apontaram falhas de controle
da traca das cruciferas em areas dos EUA, Japdo, América Central e China, com
formulagbes baseadas em B. thuringiensis, principalmente Dipel® e Xentari® (VAN RIE
e FERRE, 2000). Populacdes de varias espécies de lepiddpteros, coledpteros e
dipteros tém desenvolvido resisténcia a toxina Bt em condic¢des de laboratério (NEPPL,
2001). Esses resultados alertam para a possibilidade de insetos desenvolverem
resisténcia a culturas inseticidas contendo toxinas.

Com o advento da biotecnologia, genes que codificam proteinas com
propriedades inseticidas foram isolados de B. thuringiensis. Esses genes foram
modificados para se expressarem adequadamente em plantas, a fim de controlar

pragas-alvo em culturas, como tomateiro (FISCHHOFF ET al.,, 1987), algodoeiro
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(PERLAK et al., 1990), batata (PERLAK et al., 1993) e milho (ARMSTRONG et al.,
1995).

Desde 1996, varias culturas transgénicas, conhecidas como plantas-Bt, surgiram
para controlar de forma eficiente as pragas e diminuir a utilizacdo de inseticidas
guimicos (KLETER et al., 2007). Apesar de essas culturas serem uma alternativa
interessante no controle de pragas, elas podem ocasionar alguns problemas, como o
surgimento de populacdes resistentes (TABASHNIK et al., 2008). Em plantas
geneticamente modificadas, as lagartas, ao se alimentarem do tecido foliar, ingerem a
proteina de B. thuringiensis que atua nas ceélulas epiteliais do tubo digestivo das
mesmas (MEYERS et al.,, 1997). Esta promove a ruptura osmoética irreversivel das
células e causa a morte dos insetos, antes que eles consigam causar danos
econdmicos a cultura (PIETRANTONIO et al., 1993; GILL, 1995).

A resisténcia de diversos hibridos de milho modificado, contendo a proteina
CrylAb para as lagartas de S. frugiperda e Diatraea grandiosella, foi avaliada em
bioensaios de laboratério e testes de campo por WILLIAMS et al. (1997). Em
laboratdrio, utilizou-se o tecido vegetal liofilizado adicionado a dieta artificial para avaliar
o efeito da proteina Bt nos lepidopteros. Observaram baixa sobrevivéncia das duas
espécies em dieta com tecido liofilizado dos hibridos de milho modificado. Em campo,
os hibridos geneticamente modificados apresentaram menores danos. Os estudos
demonstraram a acao toxica da proteina CrylAb para S. frugiperda e D. grandiosella.

LYNCH et al. (1999), em teste de campo com o milho doce BT11 (proteina
CrylAb), confirmaram os efeitos adversos da proteina presente nas folhas e espigas no
desenvolvimento bioldgico de S. frugiperda e de Helicoverpa zea. Os dados de campo
indicaram adequada protecdo de folhas e espigas aos danos dessas pragas no milho
BT11. BUNTIN et al. (2001) avaliaram a eficacia dos milhos MON810 e BT11, que
expressam a proteina CrylAb, no controle de S. frugiperda e H. zea na safra de 1998.
Ambos os milhos reduziram consistentemente as infestacdes e danos nos cartuchos e
nas espigas das plantas, respectivamente para S. frugiperda e H. zea. Os autores
observaram, no entanto, que apesar da significativa reducdo na infestacdo dos
lepidopteros, lagartas de ambas as espécies se estabeleceram em varias espigas do
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milho modificado, embora tenham se desenvolvido mais lentamente e causado menor
dano em relacdo ao milho convencional. Os autores concluiram que os milhos MON810
e BT11 foram efetivos para evitar significativas perdas na produtividade devido ao
ataque de ambas as pragas.

O uso de cultivares contendo eventos combinados é crescente a nivel mundial.
Representa uma tendéncia que busca atender a demanda de produtores ao combinar
duas caracteristicas de importancia agronébmica em um mesmo hibrido. Nesse sentido,
diversos hibridos de milho e algoddo contendo eventos combinados via melhoramento
genético classico estdo aprovados em diversos paises. A combinacdo de dois eventos
para o controle de pragas da mesma ordem entomoldgica tem por objetivo somar o
espectro de acdo das duas proteinas provenientes de B. thuringiensis, bem como servir
como mais uma ferramenta para o manejo de resisténcia das pragas as proteinas
individuais. No mundo, as culturas que mais se utilizam de transgenia sdo a soja, 0
milho e o algodao. No Brasil, entre 2009 e 2011, a CTNBio aprovou a solicitacao de
varias empresas multinacionais para liberacdo comercial de culturas como milho e
algodao, como detalhado na Tabela 1.

No Brasil, MARTINELLI (2001) avaliou o padrao de resisténcia dos milhos
trangénicos BT11 e ICP4, que expressam proteinas Bt, para S. frugiperda e H. zea, em
condi¢cbes de campo. De acordo com os dados obtidos foi possivel observar danos em
folnhas do milho modificado, porém em nivel reduzido se comparado ao milho
convencional. Os danos nas folhas ocorreram mais precocemente no milho
convencional do que nos milhos BT11l e ICP4, sendo que nestes a progressdo da
intensidade de dano foi menor que nos hibridos convencionais. O autor concluiu que
ambos os milhos BT11 e ICP4 foram eficientes na protecdo da planta em relagdo ao
dano de S. frugiperda e de H. zea.

Hibridos de milho doce geneticamente modificados, como o milho BT11 (proteina
CrylAb), foram testados em campo, para a avaliacdo da eficiéncia no controle de O.
nubilalis, H. zea e S. frugiperda. Os dados obtidos indicaram que o milho BT11
proporcionou consistente padrdo de resisténcia, independente do complexo de pragas,
densidade da praga e localizacdo geogréafica (BURKNESS et al., 2002).
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Tabela 1. Aprovacdes de cultivos comerciais geneticamente modificados pela CTNBio

(CTNBio, 2012).

Cultivo

SOJA

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

MILHO

ALGODAO

ALGODAO

ALGODAO

ALGODAO

Evento

MON 87701 x MON 89788

MON 810 YieldGuard

BT11

MON 810 x NK603

Btll x GA21

MON89034

MON 89034 x NK603

Bt11xMIR162xGA21

MON 89034 x TC150
NK603

TC1507 x MON 8010
NK603

TC1507 e MON810

MON 89034 x MON 88017

MON 531 — BOLLGARD |

281-24-236/3006-210-23
(Widestrike)

MON 15985 - BOLLGARD
Il

GHB 119 x T304-40

Caracteristicas

Resisténcia a insetos (CrylAc) e ao herbicida
glifosato

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(CrylAb)

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(Cry1Ab) e tolerancia ao glufosinato de aménio

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(Cry1Ab) e tolerancia ao herbicida glifosato

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(Cry1Ab), tolerancia aos herbicidas glufosinato de
amonio e glifosato

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(Cry1A.105 e Cry2Ab2)

Resistente a insetos e tolerante ao glifosato
(Cry1A.105 e Cry2Ab2)

Resistente a insetos (CrylAb e Vip3Aa20) e
tolerante ao glifosato e ao glufosinato

Resistente a insetos (Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F)
e tolerante ao glifosato e ao glufosinato de aménio

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(CrylF, Cry1ADb), tolerancia aos herbicidas
glufosinato de aménio e glifosato

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(CrylF, Cryl1Ab) e tolerancia ao herbicida
glufosinato de aménio

Resisténcia a insetos e tolerancia ao herbicida
glifosato (Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1)

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(Cry1Ac)

WideStrike - Resisténcia a insetos da ordem
Lepidoptera (CrylF e CrylAc)
e tolerancia ao herbicida glufosinato de aménio

Resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera
(CrylAc e Cry2Ab2)

TwinLink - Resistente a insetos (CrylAb e Cry2Ae)
e tolerante ao glufosinato de amonio
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O desenvolvimento da resisténcia a plantas transgénicas Bt anularia os
beneficios dessa nova tecnologia empregada em milhdes de hectares em todo o
mundo. Entre os beneficios do cultivo de plantas Bt esta a reducdo no uso de
inseticidas de alta toxicidade para o homem, como os organofosforados e piretroides,
como é o caso do algoddo Bt nos EUA (MAIA, 2003). A evolucdo da resisténcia a
toxinas Bt, expressas em plantas transgénicas, numa populacdo de insetos, é afetada
por um grande numero de fatores que interagem entre si e sdo relacionados a
caracteristicas do material genético da planta transgénica, a bioecologia e genética da
praga alvo, ao manejo da cultura e ao ambiente da regido de cultivo (MAIA, 2003).

Quanto as bases bioquimicas da resisténcia, qualquer alteracdo no modo de
acdo das toxinas de B. thuringiensis poderda acarretar no desenvolvimento da
resisténcia: 1) modificacdo no sitio de ligacdo da toxina a membrana; 2) mudanc¢a na
atividade proteolitica no intestino do inseto; 3) aumento na velocidade de reparacédo do
tecido epitelial danificado. A primeira alteracdo € a que gera 0s maiores niveis de
resisténcia. Ela tem sido descrita tanto em populacdes resistentes capturadas em
campo como em populacdes selecionadas artificialmente em laboratério. Esta alteragcéao
tem sido detectada em cepas resistentes a uma ou varias toxinas da familia CrylA de
P. interpunctella (VAN RIE et al., 1990), P. xylostella (FERRE et al., 1991) e H.
virescens (LEE et al., 1995).

A resisténcia cruzada é definida como a resisténcia de uma toxina ndo presente
no processo de selecdo, e a resisténcia multipla as toxinas de B. thuringiensis se define
como o desenvolvimento de resisténcia a mais de uma das toxinas presentes nos
produtos utilizados na sele¢ao. Os estudos de ligacdo das proteinas Cry tém revelado
uma estreita correlacédo entre o desenvolvimento de resisténcia cruzada ou resisténcia
multipla e a presenca de sitios de ligagdo comuns para essas toxinas. Espécies de
insetos que compartilham os mesmos sitios de ligacdo para determinadas toxinas, ao
desenvolver resisténcia a uma das toxinas, podem desenvolver também resisténcia
para o restante das toxinas que compartiiham os mesmos sitios de ligagdo, como
ocorre em P. xylostella (GRANERO et al.,, 1996; SENDRA, 2002) e H. virescens
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(JURAT-FUENTES e ADANG, 2001). Esse fato foi demonstrado por FERRE et al.
(2005), ilustrado na Figura 7.

Figura 7. Modelo proposto para a unido de algumas toxinas Cry na membrana epitelial
do intestino médio de Plutella xylostella (FERRE et al., 2005).

Quanto ao mecanismo que implica na alteragcdo da atividade proteolitica do
intestino do inseto, OPPERT et al. (1997) mostraram que hé ligacdo genética entre a
resisténcia a CrylAc e a auséncia de uma protease intestinal em uma cepa de P.
interpuntella. Em H. virescens tem-se observado que as larvas resistentes mostram
uma mais rapida recuperacado do tecido epitelial apés sua intoxicacdo com doses
subletais da toxina CrylAc (MARTINEZ-RAMIREZ et al., 1999). Portanto, o estudo da
atividade das toxinas de Bt contra populagdes susceptiveis e resistentes de lagartas, e
suas interacdes com os receptores das células epiteliais desses insetos torna-se muito

importante para a melhor compreenséo do modo de resisténcia dos insetos.
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II. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi analisar a toxicidade de proteinas CryllalO e
Vip3Aa e o efeito sinérgico/antagdnico destas frente a larvas neonatas de S. frugiperda,
S. albula, S. eridania e S. cosmioides, assim como correlaciona-las com o modo de
acdo dessas toxinas quanto a unido e competicdo pelos receptores contidos em
Vesiculas de Membrana da Microvilosidade Apical (VMMA) ou “Brush Border

Membrane Vesicles” (BBMVs) desses insetos.

3.1. Objetivos Especificos

Expressar, purificar e ativar as proteinas Cryllal0 e Vip3Aa a partir de clones em
E. coli BL21 (DE3) recombinantes.

e Verificar a eficiéncia das proteinas Vip3Aa e Cryllal0 na mortalidade das larvas
neonatas de S. frugiperda, S. albula, S. eridania e S. cosmioides por meio de

bioensaios.

e Verificar a acdo sinérgica ou antagOnica das proteinas Vip3Aa e CryllalO por

meio de bioensaios para os referidos insetos.

e Analisar a ligacado dessas toxinas biotiniladas aos receptores de membrana do

epitélio intestinal das larvas das quatro espécies de Spodoptera.

e Analisar a unido dessas toxinas pelos mesmos receptores em ensaios de

competicao in vitro, para as quatro espécies de Spodoptera estudadas.
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IV. MATERIAIS E METODOS

4.1. Clones contendo os genes cryllalO e vip3Aa

A linhagem de B. thuringiensis doadora do gene cryllal0 foi a Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis T01-328, isolada de solo de Cubatdo-SP por SENA et al.
(1994). Esse gene, sem a presenca de peptideo sinal, foi previamente inserido em vetor
pGEM T-Easy (Promega) e sequenciado, utilizando-se a estratégia “Gene Walking”
(ESPINDOLA, 2003). A linhagem pertence a colecdo do Laboratorio de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) da FCAV-UNESP/Jaboticabal-SP. O gene
completo (2160 pb) foi clonado ao vetor de expressédo pET28a (Novagen) entre os sitios
de restricdo Nhel e Notl (BERGAMASCO et al.,, 2011). Esse vetor adiciona uma
sequencia de histidina (6x His) a extremidade N-terminal da proteina recombinante

expressa (Figura 8).

Figura 8. Mapa do vetor de clonagem e expressdo pET 28a (Novagen).
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A linhagem doadora do gene vip3Aa foi a B. thuringiensis var. kustaki HD-1,
cedida pela Embrapa de Sete Lagoas-MG. Esse gene completo (2350 pb) foi isolado e
clonado ao vetor de expressdao pET SUMO (Invitrogen), nas extremidades T-Easy
(MENDES, 2011). Esse vetor expressa a proteina recombinante fusionada sequencia
de histidina (6x His) + SUMO proteina (ubiquitina) na por¢cdo N-terminal da proteina
(Figura 9).

Figura 9. Mapa do vetor de clonagem e expressao pET SUMO (Invitrogen).

Ambos os vetores de expressao contém um gene de resisténcia ao antibiotico
canamicina, além de inserirem uma polihistidina a extremidade da proteina
recombinante, utilizada para a detec¢do e purificacdo da proteina expressa. Os vetores

contendo os genes foram utilizados para transformar células competentes de E. coli
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BL21(DE3) por meio de choque térmico, conforme HANAHAN et al. (1983). Uma
aliquota dos clones transformantes foi assepticamente estocada com glicerol estéril
(40%) a -80°C (MENDES, 2011; BERGAMASCO et al., 2011).

4.2. Inducéo dos genes cryllal0 e vip3Aa

Para a inducdo dos genes e expressao das proteinas recombinantes Cry1lal0 e
Vip3Aa, 200 ul do estoque de cada clone foram inoculados em placas de Petri com o
meio de cultura LB sdlido (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, 15
g de agar, agua destilada q. s. p. 1L, pH 7,2), suplementado com 50 pg/ml de
canamicina, 100 mM de IPTG e 40 mg/ml de X-GAL e incubadas a 37°C por 12 h. Uma
colénia branca isolada de cada estoque foi inoculada em uma pré-cultura, contendo 20
ml de meio LB (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, agua
destilada qg. s. p. 1L, pH 7,2), com 50 pg/ml de canamicina e que foi cultivada sob
agitacdo a 250 rpm a 37°C, durante 16 h. Esse pré-indculo foi transferido para 200 ml
de meio LB com 50 pg/ml de canamicina e mantido sob agitacéo até a ODgoo 0.6, sendo
que, nesse momento, adicionou-se IPTG para a inducdo da expressao a uma
concentracgao final de 1 mM para Vip3Aa e 5 mM para CryllaloO.

A cultura foi mantida a 25°C para Vip3Aa e a 30°C para CryllalO, por 24h em
agitacdo de 190 rpm. As células foram, entédo, coletadas por centrifugacdo a 7.400 x g
por 30 min e lisadas por uma solugcdo Tampéao de Lise [20 mM de tampao fosfato, 0,5 M
de NaCl, pH 7,4, 100 mg/ml de lisozima, 1mg/ml de DNAse, Fluoreto de
Fenil Metil Sulfonila (PMSF) 1% (v/v)], incubando-se por 30 min com agitacdo de 100
rpm a 37°C. Em seguida, foram submetidas a sonicacdo (Sonics Vibra Cell, Sonics &
Materials, VCX 500), com poténcia de saida de 40 Watts por 60 segundos com pausa
de 10 s e mais 60 s de sonicagdo. Os sobrenadantes foram coletados apos
centrifugacdo a 7.400 x g a 4°C por 20 min e utilizados na analise de expressao e nos
bioensaios (MENDES, 2011; BERGAMASCO et al., 2011).
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4.3. Anélise das proteinas por SDS-PAGE

A analise da producdo da proteina de interesse foi realizada em gel de
policrilamida SDS-PAGE 10% de acordo com LAEMMLI (1970). A eletroforese
descontinua em gel de poliacrilamida foi realizada utilizando-se mini-gel (60 x 80 x 1,0
mm) pelo sistema de corrida Mini PROTEAN (Bio-Rad). O gel de separacao foi
preparado na concentracdo de 10% de poliacrilamida (acrilamida: bis-acrilamida 30:
0,8%) e 1% de SDS e de 5% de poliacrilamida para o gel de empilhamento e 0,5%
SDS. A eletroforese foi realizada em tampé&o Tris-Glicina (50mM Tris, pH 8,6, 1,92 M
glicina e 1% SDS), a 30 mA e 300V por 90 min em temperatura ambiente.

Para amostras de 20 pl, foram adicionados 10 pl de tamp&o de amostra Laemmli
4X [Tris-HCI 0,125 M (pH 6.8), SDS 4% (m/v), glicerol 20% (v/v), 2-mercaptoethanol
10% (v/v), Azul de Bromofenol 0,01% (m/v)]. A mistura foi aquecida por dois minutos a
100°C e aplicada em dois géis igualmente. Apos o periodo de corrida das amostras em
gel, as bandas polipeptidicas foram, ao final, detectadas em um dos géis pela coloracéo
com Coomassie-Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) dissolvido em solugé&o fixadora [metanol
50% (v/v) e Acido Acético 10% (v/v)], deixados sob baixa agitaco por até 20 min. O gel
foi descorado por solucédo descorante [metanol 10% (v/v) e &cido acético 10% (v/v)] sob
baixa agitacdo por 1 h. Os géis foram conservados em &gua destilada até serem
analisados e fotodocumentados.

Compararam-se os padrdoes de bandas de proteinas apresentados pelos clones
da E. coli BL21 (DE3) transformadas pelos vetores plasmidiais recombinantes com o
padrédo apresentado pelo controle negativo, determinado pelo lisado de E.coli BL21
(DE3) sem a transformacdo com o0s genes. Sua massa molecular foi aferida,
comparando-se com o marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”
(Fermentas). A quantificacdo das bandas contendo as proteinas recombinantes Vip3Aa
e CryllalO nos lisados foi feita pelo método de densitometria pelo uso do programa
Bionumerics (Applied-Maths) com reta determinada por quatro concentracdes diferentes
de Soroalbumina bovina (BSA) (440, 220, 110 e 50 ug/ml). Esses lisados foram



36

utilizados para teste de toxicidade em bioensaios e para estudos de unido a vesiculas

de membranas intestinais (BBMV), apos a purificacéo e ativacdo das toxinas.

4.4. Confirmacao da expressao das proteinas por “Western Blotting”

Na metodologia de “Western Blotting” (TOWBIN et al., 1979), um dos géis de
SDS-PAGE, feito conforme descrito anteriormente e nao corado, foi eletro-transferido
em Mini Trans Blot (Bio-Rad) para uma membrana de PVDF (Amersham), utilizando-se
um tampao de transferéncia (50 mM de Tris; 384 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol
pH 8,3), sendo o processo realizado a 100 V por 45 min a 4°C.

Ap6s a transferéncia, a eficiéncia da mesma foi verificada corando-se a
membrana com 0,1% Ponceau S dissolvido em &cido acético 1% e fazendo-se, a
seguir, a descoloracdo com agua destilada. A membrana foi submetida ao bloqueio com
10 ml de PBS (salina tamponada com fosfato; 0,01 M tampao fosfato; 2,7 mM KCl,; 137
mM NaCl; pH 7,4) contendo 5% de leite em pd desnatado e 0,02% Tween-20, sob
agitacdo suave por 1h.

Em seguida, colocou-se a mesma em uma solugdo contendo o anticorpo primario
IgG monoclonal de camundongo anti poli-histidina (Sigma) e PBS na proporcédo de
1:500, sob agitacdo suave por 1h, a temperatura ambiente. ApGs trés lavagens com
PBS, a membrana foi incubada por 1 h sob leve agitacdo com o conjugado
imunoenzimético de peroxidase com o anticorpo de coelho anti IgG de camundongo,
utilizado para revelacdo do complexo antigeno-anticorpo, na diluicdo 1:500 em PBS,
contendo 5% de leite em pd desnatado. Apos, a membrana foi novamente lavada com
PBS, e a reacdo de desenvolvimento da cor se desenvolveu com a mistura do
cromdégeno mais substrato especifico FAST DAB (Sigma), contendo dietilamino-etil-
benzidina (0,7mg) e peroxido de hidrogénio - ureia (1,6mg). Para interrupcéo da reagao
de degradacdo enzimatica, a membrana foi lavada com agua deionizada e,

posteriormente, dessecada em temperatura ambiente em local escuro.
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4.5. Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria
da FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP. As lagartas neonatas de S. eridania, S. albula e S.
cosmioides foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Biologia dos Insetos do
Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ — USP. As lagartas neonatas de
S. frugiperda foram cedidas pelo Laboratério de Ecologia Aplicada do Departamento de
Fitossanidade da FCAV — UNESP.

Essas colonias de insetos sdo mantidas, nos respectivos laboratorios, em
ambiente controlado a 28°C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 14:10 h
(luz:escuro), alimentados por dieta artificial descrita por PRACA et al. (2004). Para
manutencdo dessas colbnias, alguns individuos selvagens s&o introduzidos
periodicamente no ciclo laboratorial.

Os bioensaios foram executados utilizando-se a mesma metodologia para as
larvas neonatas das quatro espécies de Spodoptera. Um volume constante de 50 ul dos
tratamentos foram aplicados na superficie da dieta artificial (PRACA et al., 2004),
contida em placas de poliestireno de 128 pocos (Bio-Assay Tray — Bio-Serv). Para o
teste de toxicidade, foram utilizados os lisados dos clones de E. coli BL21 (DE3),
contendo as proteinas CryllalO e Vip3Aa devidamente quantificadas por densitometria
(Bionumerics) (Applied-maths). Essas proteinas foram testadas individualmente, para
determinacgdo de suas atividades bioinseticidas e, conjuntamente, para se determinar a
interacdo sinérgica ou antagonica.

Para a determinacdo da Concentragdo Letal a 50% (CLsp), sete diferentes
concentracdes das proteinas Cryllal0 e Vip3Aa (0,05 ng/cm? 0,5 ng/cm?; 1 ng/cm?; 5
ng/cm? 25 ng/cm? 50 ng/cm? e 500 ng/cm?®) foram testadas individualmente, com a
aplicagédo de 50 yl de cada diluicdo na dieta artificial. Nos bioensaios com as duas
proteinas, foram testadas sete diferentes concentracées (0,0025 ng/cm?; 0,025 ng/cm?;
0,25 ng/cm?; 1 ng/cm?; 2,5 ng/cm?; 25 ng/cm?® e 250 ng/cm?) combinando a proporcao

de 1:1 de cada uma das concentracdes das proteinas, com a aplicagcdo de 25 pl de
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Vip3Aa + 25 pl de CryllalO de cada diluicdo na dieta artificial. O mesmo procedimento
foi realizado para as duas testemunhas, uma consistindo de tampéao de lise e a outra de
lisado de E. coli BL21 (DE3) n&o transformada.

Foram utilizadas, para cada concentracdo de toxina, 1 lagarta por pogo,
consistindo de 16 lagartas neonatas por repeticdo, totalizando 5 repeticbes por
tratamento, com delineamento experimental inteiramente casualizado. Os tratamentos
foram incubados em B.O.D. a 28°C, com uma umidade relativa de 65 + 5%, e um
fotoperiodo de 14 h luz e 10 h escuro. Os bioensaios foram avaliados apds sete dias, e
as ClLsp foram geradas pelo programa Polo Plus (ROBERTSON et al., 2007), obtidas
com a andlise de “probit”, assim como a comparagdo das linhas de regressao pela
avaliacdo de igualdade e paralelismo através do Teste da Razdo de Maxima
Verossimilhanca (“Likehood ratio”) e da analise do Teste de Tukey a 95% de
significancia. As lagartas sobreviventes foram pesadas individualmente e os pesos
médios e desvio padrdo dos tratamentos, assim como a comparacdo entre as médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, foram calculados pelo programa ESTAT
desenvolvido pela FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP

4.6. Coleta e preparacdo das Vesiculas de Membrana da Microvilosidade Apical
(VMMA) ou “Brush Border Membrane Vesicles” (BBMV)

As vesiculas (BBMV) foram obtidas a partir de intestinos médios de larvas de
altimo instar de S. frugiperda, S. eridania, S. albula e S. cosmioides. Os intestinos foram
retirados com auxilio de pincas, lavados e conservados em solugcdo tampado MET
gelado (250 mM Manitol, 17 mM Tris-HCI e 5 mM acido etileno glicol-tetra-acético
(EGTA), pH 7,5), congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80°C (HERNANDEZ
et al., 2004). A preparacao das vesiculas seguiu 0 método de precipitacdo diferencial de
magnésio descrito por WOLFERSBERGER et al. (1987).
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Cinco gramas dos intestinos, de cada uma das espécies estudadas, foram
submetidas a um ciclo de 1 min de homogeneizacéo, 1 min de pausa e mais 1 min de
homogeneizacdo a 2.250 rpm, em um aparelho homogeneizador Turrax (Marconi),
juntamente com 10 ml de tamp&o MET gelado. Foram adicionados 10 ml de solucdo
gelada de MgCl, a 24 mM e incubou-se a mistura em gelo por 15 min. A reacgao foi
centrifugada a 2.000 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo e centrifugado novamente a 20.000 x g por 30 min a 4 °C. Ap0s o descarte do
sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 5 ml de tampado MET gelado. Apos
todas essas centrifugagbes, as amostras foram submetidas a dois ciclos: 1 min de
homogeneizacéo a 2.000 rpm no aparelho homogeneizador Potter (Marconi) e 1 min de
descanso. A seguir, foram acrescentados 5 ml de MgCl, a 24 mM ao homogeneizado e
incubado em gelo durante 15 min. A reacao foi centrifugada a 2.000 x g por 15 min a 4
°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado novamente a 20.000 x
g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento diluido em 5 ml de
uma solucdo de Tampéao MET: agua bi-destilada (1:1) fria. As BBMVs purificadas foram
guantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), usando-se soroalbumina
bovina (BSA) como padrdo. A seguir, foram divididas em pequenas aliquotas e

armazenadas a -80 °C até o momento do uso.

4.7. Purificacdo e ativacado das protoxinas Vip3Aa e CryllalO

Os lisados contendo as proteinas Vip3Aa e Cryllal0 foram purificados em
colunas HisTrap HP (Amersham), pela afinidade niquel contido na coluna a polihistidina
(6x His) contida nas proteinas recombinantes. No momento da purificacdo das
proteinas, adicionaram-se ao sobrenadante 10 mM de Imidazol, centrifugando-se por 10
min a 7400 x g a 4°C. Os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos, e
aliquotas dos lisados retiradas para a andlise das proteinas por SDS-PAGE. Em
seguida, o lisado foi submetido a coluna de purificacdo HisTrap HP — 1 ml (Amersham),

carregada com 0,1 M de NiSO4, devidamente preparada conforme instru¢cdes do
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fabricante. A proteina foi eluida com tampéao de eluicdo (50 mM tampéo fosfato, pH 8,0,
0,5 M NaCl e 500 mM de imidazol). As fracbes de 1,0 ml foram coletadas e,
posteriormente, analisadas por eletroforese em gel de SDS-PAGE.

As protoxinas Vip3Aa e CryllalO purificadas foram tripsinizadas com 1% de
tripsina bovina (Sigma) a 37°C por 1 h, com agitagdo a 100 rpm e, em seguida, a
enzima foi inativada com a adicdo de PMSF a 1 mM. Cerca de 2 ml das toxinas
ativadas (1 mg/ml) foram dializadas em tampé&o carbonato 40 mM (pH 8,6) por 12 h. A
eficiéncia da tripsinizacdo foi confirmada por SDS-PAGE (ESCUDERO et al., 2006) e

quantificada por densitometria, como descrito no item 4.3.

4.8. Marcacéo das toxinas Vip3Aa e Cryllal0 com biotina

As toxinas Vip3Aa e Cryllal0 ativadas e dializadas foram marcadas com biotina,
usando-se o “Kit ECL Biotinylation Module” (GE Healthcare). A reacdo de marcacéao
com biotina consistiu da incubagcdo por 1h e 30 min de 1 mg de toxina com 20 pl do
reativo de biotinilacdo e 600 ul de Tampéao Bicarbonato 0,8 M (pH 8,6), sob agitacdo
suave e temperatura ambiente. Todo o volume da reacdo foi aplicado no centro da
coluna G-25 (P10 Desalting) (GE Healthcare), ja bloqueada com 5 ml de PBS contento
BSA 1% (m/v) e lavada com 20 ml de PBS. Eluiram-se as proteinas marcadas com 6 ml
de PBS, e as amostras foram coletadas a cada 400 pl e estocadas a 4°C. A partir disso,
as proteinas das fracbes foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976).

Aliquotas de 10 pul das fracdes coletadas foram aplicadas em membranas de
PVDF (GE Healthcare) para a andlise por “Dot Blot”, para a verificacdo das fragdes
contendo a proteina biotinilada. Apds a absorcdo das proteinas pela membrana, esta foi
submetida ao bloqueio com 10 ml de PBS contendo 5% de leite em pé desnatado e
0,02% Tween-20, sob agitacdo suave por 1h. A membrana foi, entdo, lavada por 3
vezes com PBS e, em seguida, foi incubada por 1 h em uma solugdo contendo o

conjugado estreptavidina/peroxidase (HRP) (GE Healthcare), para ligacdo especifica a
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biotina. Apés esta etapa, a membrana foi novamente lavada 3 vezes com PBS e a
reacdo de desenvolvimento da cor se desenvolveu com a mistura do substrato
cromogeno FAST DAB com “Metal Enhancer” (Sigma). Para interrupcao da reacao de
degradacao enzimética, a membrana foi lavada com 4gua deionizada e, posteriormente,

dessecada em temperatura ambiente em local escuro.

4.9. Teste de ligacao das toxinas Vip3Aa e Cry1lal0 biotiniladas as BBMVs

Para verificacdo da qualidade das BBMVs obtidas e das proteinas biotiniladas,
foram feitos testes de ligacdo entre elas e as proteinas Vip3Aa e CryllalO biotiniladas.
Estes testes consistiram em incubacao de concentracdes diferentes de BBMVs (10 ug,
20 pg e 30 ug) com concentragdes das proteinas Vip3Aa e Cryllal0 biotiniladas (25 ng,
50 ng e 100 ng). Para verificacdo da qualidade das BBMVs obtidas e das proteinas
biotiniladas, foram feitos testes de ligacdo entre elas e as proteinas Vip3Aa e CryllalO
biotiniladas. Estes testes consistiram em incubacdo de concentracfes diferentes de
BBMVs (10 pg, 20 pyg e 30 pg) com concentragces das proteinas Vip3Aa e CryllalO
biotiniladas (25 ng, 50 ng e 100 ng).

Proteinas biotiniladas foram misturadas e incubadas com as BBMVs. A seguir, as
BBMVs foram lavadas duas vezes com 500 ul de tampé&o de unido (tampéao fosfato 8
mM Na;HPO, , 2 mM KH,PO,4, 150 mM NaCl, pH 7,5, soro albumina bovina 0,1%) e
centrifugadas a 2.000 x g e dissolvidas em 10 pl de agua Milli-Q estéril. As amostras
foram incubadas a 100°C durante 3 min juntamente com 5 pl de tampéo de amostra
Laemmli 4X e eletroforizadas em gel SDS-PAGE 9%. Apos o término da eletroforese,
foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF (GE Healthcare). As toxinas
biotiniladas ligadas as BBMVs, nas membranas, foram detectadas com o conjugado
estreptavidina/peroxidase (HRP) (GE Healthcare) e reveladas com uma solucdo FAST

DAB “Metal Enhancer” (Sigma), de acordo com as instrucdes do fabricante.
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4.10. “Ligand-blotting” com BBMVs integras

O ensaio “Ligand-blotting” foi feito conforme ABDELKEFI-MESRATI et al.
(2011a). BBMVs de S. frugiperda, S. eridania, S. albula e S. cosmioides quantificadas
(20 pg) foram utilizadas em ensaios de ligacdo das proteinas Vip3Aa e CryllA10 aos
receptores contidos em BBMVs.

Esse ensaio de ligacdo consistiu em detectar qual o tamanho molecular dos
receptores ligados a membrana (BBMVs integras) que se ligam as proteinas
biotiniladas Vip3Aa e CryllalO. Para isso, as BBMVs das quatro espécies estudadas
foram incubadas a 100°C durante 3 min juntamente com 5 ul de tampéo de amostra
Laemmli 4X, assim como uma aliquota de BSA utilizada como controle da ligacéo.
Essas amostras foram analisadas em dois géis de SDS-PAGE a 9%.

Os géis foram utilizados para transferir as proteinas para membranas de PVDF
(Amersham). A transferéncia foi realizada como descrito para o “Western Blotting” (item
4.4). As membranas foram incubadas por 16 h a 4°C com PBS. Em seguida, foram
bloqueadas com 50 ml de PBS contendo Tween 20 0,1% (v/v) e BSA 1% (m/v) durante
uma hora. Essa solucéo foi retirada das membranas e a mesma foi incubada com PBS
contendo Tween 20 [0,1% (v/v)] durante 15 min. Apds descartar a solucdo,
adicionaram-se 500 pl de tampé&o de incubacgao [PBS, BSA 2% (m/v) e Tween 20 0,1%
(v/v)] e incubou-se durante 10 minutos. Em seguida, o tampé&o foi retirado e 3 ug das
proteinas Vip3Aa e CryllAl10 tripsinizadas e biotiniladas foram adicionadas a cada
membrana. O sistema ficou sob leve agitacdo a temperatura ambiente durante 2 h. Ao
término desse periodo, as membranas foram incubadas com streptavidina conjugada
com peroxidase (GE Healthcare), diluida 1:1500 em PBS, por uma hora, e revelada
com uma solucao de FAST DAB com “Metal Enhancer” (Sigma) de acordo com as

especificacdes do fabricante.
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4.11. “Ligand-blotting” com BBMVs tratadas com Fosfolipase C (PIPLC)

Essa andlise permite verificar se as toxinas em estudo se unem a receptores que
sao ancorados por glicosilfosfatidil-inositol (GPI), como os do tipo fosfatase alcalina
(ALP) ou aminopeptidase-N (APN), que estardo na porcdo solavel ap6s o tratamento
com Fosfolipase C (PIPLC), ou se elas se unem a receptores integrais de membrana,
como do tipo caderina, que permanecem ligados & membrana das BBMVs apds o
tratamento com Fosfolipase C (PIPLC).

O ensaio para a verificagcdo do tamanho do receptor consistiu da ligacdo das
proteinas Vip3Aa e Cryllal0 aos receptores nao unidos as BBMVs de intestinos de S.
frugiperda, S. eridania, S. albula e S. cosmioides. Esse ensaio caracterizou-se pela
purificacdo dos receptores ancorados pelo glicosilfosfatidil-inositol (GPIl) a membrana
das BBMVs, através da clivagem especifica do fosfatidil-inositol pela fosfolipase C.
Esse tratamento quebra a ligagdo dos receptores ao glicosilfosfatidil-inositol (GPI),
liberando-os da ligagdo a membrana intestinal. Apos essa liberacdo, foi detectado o
tamanho molecular destes receptores pela ligacdo as proteinas biotiniladas Vip3Aa e
Cryllalo.

Para o tratamento dos receptores, 300 yg de BBMVs foram ressuspensos em
500 pL de tampéo PBS 2 (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM e Na2HPO4 10mM, pH 7,2). Em
seguida, trés unidades de fosfolipase C de Bacillus cereus foram adicionadas a solucéo.
Incubou-se a solucdo por 16 h a 30 °C. Os receptores foram recuperados por
centrifugagcdo a 11.000 x g por 20 min e quantificados pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976) e estocado a 4 °C. O sobrenadante, contendo o0s receptores
solaveis (que ndo estavam mais ancorados a membrana pelo glicosilfosfatidil-inositol
(GPI)), foi utilizado no ensaio de ligacdo, assim como as BBMVs tratadas (o
precipitado), as quais contém os receptores ndo ancorados e ligados a membrana
intestinal.

O ensaio de ligagdo caracterizou-se pela ligacdo das proteinas biotiniladas
Vip3Aa e CryllalO (3 pg) aos receptores tratados com fosfolipase C (10 ug) e as
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BBMVs tratadas (10 pg). Estas amostras foram incubadas a 100°C durante 3 min
juntamente com 5 pl de tampao de amostra Laemmli 4X, assim como uma aliquota de
BSA utilizada como controle da ligacao, e analisadas em dois géis de SDS-PAGE a 9%.

As proteinas contidas nos géis foram transferidas para membranas de PVDF
(Amersham). A transferéncia foi realizada como descrito para o Western Blotting (item
4.4). As membranas foram incubadas por 16 h a 4°C com PBS. Em seguida, foram
bloqueadas com 50 ml de PBS contendo Tween 20 0,1% (v/v) e BSA 1% (m/v) durante
uma hora. Essa solucao foi retirada das membranas e foram incubadas com PBS
contendo Tween 20 [0,1% (v/v)] durante 15 minutos. ApGs descartar a solugdo, foram
adicionados 500 pL de tampé&o de incubacdo [PBS, BSA 2% (m/v) e Tween 20 0,1%
(v/v)] e incubou-se durante 10 minutos. Em seguida, o tampao foi retirado e 3 pg das
proteinas tripsinizadas e biotiniladas foram adicionadas a cada membrana. O sistema
ficou sob leve agitagdo a temperatura ambiente, durante 2 h. Ao término desse periodo,
as membranas foram lavadas com PBS e incubadas com streptavidina conjugada com
peroxidase (GE Healthcare), diluida 1:1500 em PBS, por 1 hora, e revelada com uma
solucdo de SIGMAFAST DAB with Metal Enhancer (Sigma) de acordo com as

especificacOes do fabricante.

4.12. Ensaios de competicéo entre CryllalO e Vip3Aa biotiniladas

Os ensaios de competicao foram feitos conforme SENA et al. (2009). Vip3Aa (50
ng) e Cryllal0 (50 ng) biotiniladas foram incubadas com BBMVs (20 pg) de S.
frugiperda, S. eridania, S. albula e S. cosmioides por 1 hora em 100 pl de tampé&o de
unidao (tampéao fosfato 8 mM Na,HPO, , 2 mM KH,PO4, 150 mM NaCl, pH 7,5, soro
albumina bovina 0,1%).

Proteinas competidoras foram misturadas e incubadas com as BBMVs
previamente incubadas com as proteinas biotiniladas. Para os testes de competicdo
homologa, utilizou-se a proteina ativada sem marcag¢éo com biotina (10 ug ou 200 x em
excesso) para BBMVs incubadas por 1 hora com a mesma proteina biotinilada. Nos
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ensaios de competicdo heterdloga, a proteina marcada com biotina foi incubada por 1
hora com um excesso de 200, 500 e 1.000 vezes do competidor ndo marcado, ha
presenca de BBMVs de cada espécie de inseto. A seguir, as BBMVs foram lavadas
duas vezes com 500 pl de tampé&o de unido e centrifugadas a 2.000 x g e dissolvidas
em 10 pl de agua Milli-Q estéril. Utilizaram-se como controles positivos amostras
contendo as proteinas biotiniladas com BBMV e sem competidor e outra amostra
contendo somente a proteina biotinilada, sem BBMV. As amostras foram incubadas a
100°C durante 3 min juntamente com 5 yl de tamp&o de amostra Laemmli 4X e
eletroforizadas em gel SDS-PAGE 9%. Apos o término da eletroforese, foram
eletrotransferidas para uma membrana de PVDF (GE Healthcare). As toxinas
biotiniladas ligadas as BBMVs, nas membranas, foram detectadas com o conjugado
estreptavidina/peroxidase (HRP) (GE Healthcare) e reveladas com uma solugcdo FAST
DAB “Metal Enhancer” (Sigma), de acordo com as instrucdes do fabricante. As bandas
detectadas foram quantificadas pelo método de densitometria pelo uso do programa
Bionumerics (Applied-Maths), comparadas a amostra do controle positivo contendo as

proteinas biotiniladas com BBMV.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Expressao e analise das proteinas Vip3Aa e Cryllal0

A confirmacdo da expressdo das proteinas recombinantes foi feita por SDS-
PAGE (Figura 10). Foram detectadas bandas de cerca de 100 kDa para Vip3Aa (cerca
de 89 kDa da Vip3Aa e adicao de 11 kDa da ubiquitina e poli-histidina presente no vetor
PET-SUMO) e 81kDa para CryllalO nos lisados bacterianos induzidos com IPTG.

Figura 10. Deteccéo da proteina Cry1lal0 (A) e Vip3Aa (B) em gel de SDS PAGE 10%.
Canaletas: 1= Marcador molecular em kDa, PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder; 2= Proteinas do lisado de células de E. coli BL21(DE3) ndo recombinante; 3=
Proteinas do lisado de células dos clones recombinantes contendo as proteinas

recombinantes, indicadas pelas setas.
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A confirmacéo da expressao das proteinas Vip3Aa e Cryllal0 em E. coli foi feita
pelo método de Western Blotting, pela ligacdo da etiqueta de poli-histidina das proteinas
recombinantes com o anticorpo monoclonal 1IgG de camundongo anti poli-histidina
(Sigma). Essa técnica identificou a proteina Cryllal0 de peso molecular de
aproximadamente 81 kDa e a proteina Vip3Aa de peso molecular de 100 kDa, nos
extratos de proteina bruta derivada do lisado de E. coli recombinante, ao passo que nao
houve nenhuma deteccdo com relacdo ao lisado preparado com células de E. coli
(Figura 11).
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Figura 11. Deteccdo por Western Blotting das bandas proteicas presentes nos lisados
das proteinas incubadas com anticorpo monoclonal anti-His. Canaletas: 1- Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas); 2- Controle negativo: lisado de E.
coli BL21 (DE3); 3- Lisado contendo Vip3Aa; 4- Lisado contendo Cry1lal0.
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A expressdo em E. coli da proteina Crylla e Vip3Aa produz corpos de inclusédo
guando sdo expressos nessa bactéria, ndo sendo secretadas no meio de cultura, o que
nao ocorre em B. thuringiensis. Devido ao fato de que em B. thuringiensis essas
proteinas sdo secretadas no meio de cultura, impede o seu uso em aplicacdes de
bioinseticidas (ESCUDEIRO et al., 2006). Contudo, suas caracteristicas inseticidas
podem ser exploradas com sucesso se as proteinas forem expressas em plantas
transgénicas (LIU et al., 2004). Para tal uso, deve-se comprovar a atividade inseticida
dessas proteinas e testar os lisados de E. coli recombinantes, contendo as bandas
proteicas das proteinas expressas. A expressao das proteinas Vip3Aa, de
aproximadamente 100 kDa, e Cryllal0, de aproximadamente 81 kDa, corroboraram os
resultados anteriormente obtidos (BERGAMASCO et al. 2011; MENDES, 2011),
confirmando a correta expressdo das proteinas pela E. coli. A quantificacdo de Vip3Aa
e Cryllal0 foi feita pelo método de densitometria pelo uso do programa Bionumerics
(Applied-Maths), para serem utilizadas nas diluicbes das doses testadas nos

bioensaios.

5.2. Bioensaios

Os bioensaios foram realizados com larvas neonatas de diferentes espécies de
Spodoptera e os lisados de E. coli BL21 contendo as doses das toxinas Vip3Aa e
CryllalO, antes da purificagdo com a coluna HisTrap HP. Nos bioensaios, a CLsp € a
CLgo para as referidas toxinas Cryllal0 e Vip3Aa foram aferidas individualmente e
combinadas (1:1) (Tabela 2). Pela analise de Razdo da Verossimilhanca (“Likehood
Ratio”), as inclinacdes das retas obtidas entre cada tratamento foram comparadas entre
si, para verificacdo das hipoteses de Paralelismo e Igualdade entre as retas
(ROBERTSON et al.,, 2007). Essa analise determinou a diferenca entre as retas,
rejeitando uma possivel igualdade e paralelismo entre estas, confirmando a
significancia estatistica dos resultados obtidos no bioensaio, assim como verificado pela
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analise do Teste de Tukey a 95% de significancia.

Larvas neonatas de S. frugiperda, S. eridania, S. albula e S. cosmioides
mostraram-se sensiveis a essas proteinas, apresentando baixos niveis de CLsp tanto
guando testadas individualmente quanto combinadas. Vip3Aa foi mais eficiente que
Cryllal0, quando testadas individualmente em S. frugiperda, S. albula e S. cosmioides.
Entretanto, para S. eridania, CryllalO é significativamente mais eficiente que Vip3Aa.
Os maiores valores de CLsp para Vip3Aa e Cryllal0 testadas individualmente foram
observados para S. frugiperda. A exposicao das larvas neonatas dessas espécies aos
controles negativos (tampéo de lise e E. coli BL21 n&o transformada) ndo causaram
mortalidade, chegando de segundo até terceiro instar. Diferentemente do controle, as
larvas sobreviventes dos tratamentos com as toxinas se mantiveram no primeiro instar
até a avaliacdo. Isso foi exemplificado pela diferenca do peso médio das lagartas
sobreviventes entre os tratamentos e as testemunhas, como ilustrado na Figura 12.
Esse resultado demonstra o efeito subletal destas toxinas, importante no controle do
crescimento populacional pelo prolongamento do ciclo de vida dos individuos
sobreviventes dessas pragas.

Dentre as espécies analisadas neste trabalho, foi observada uma maior
sensibilidade a Vip3Aa em S. cosmioides, cerca de oito vezes mais suscetivel que S.
frugiperda, que foi a menos sensivel. Nos bioensaios realizados, Vip3Aa foi altamente
toxica as quatro espécies de Spodoptera, estando abaixo dos valores encontrados no
banco de dados “Specificity Database” (http://www.glfc.forestry.ca/bacillus) o qual
aponta o valor de CLsy de 49,3 ng/cm? para larvas neonatas de S. frugiperda, com
deposicdo da toxina na superficie da dieta (SENA et al.,, 2009). LEE et al. (2003)
indicam o valor de 55,9 ng/cm? para larvas desta espécie. A toxicidade de Vip3Aa a
distintas espécies da ordem Lepidoptera tém sido avaliadas. No trabalho de DOSS et al.
(2002), a proteina Vip3Aal foi mais ativa para S. litura do que para Agrotis ipsilon e
Plutella xyllostella, tendo as Clsy de 45 ng/cm? 80 ng/cm? e de 220 ng/cm?,
respectivamente. A proteina Vip3Aal6é demonstrou sua eficiéncia contra S. littoralis,
com ClLso de 305 ng/cm? (ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011a). Em outro trabalho com
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essa mesma proteina, constatou-se a acdo para larvas de primeiro instar de Ephestia
kuehniella, com CLso de 36 ng/cm? (ABDELKEFI-MESRATI et al.,2011 b).

Tabela 2. Bioensaio de dose/resposta das proteinas CryllalO e Vip3Aa separadas e da
combinacdo das mesmas (propor¢cdo de 1:1) em quatro diferentes espécies de
Spodoptera spp., avaliado apés 7 dias.

Tratamento por espécie  CLs (ng/cm?) (IC Min. - Max.) b £ (EP) 2

S. frugiperda

CryllalO * 69.52 (30.235 — 140.130) 0.839 £ 0.167
Vip3Aa * 24.66 (9.731 — 44.510) 1.233 £ 0.207
Crylla + Vip3Aa 5.67 (3.832 — 8.764) 0.809 £ 0.063
S. albula
Cryllal0 15.03 (11.421 — 20.122) 0.984 + 0.083
Vip3Aa 3.90 (2.787 —5.464) 0.857 £ 0.063
Crylla + Vip3Aa 1.47 (1.008 — 2.188) 0.780 + 0.058
S. cosmioides
Cryllal0 10.51 (7.919 — 14.197) 0.977 £ 0.076
Vip3Aa 2.78 (2.304 - 3.370) 1.736 £ 0.135
Crylla + Vip3Aa 1.08 (0.790 — 1.505) 1.018 + 0.075
S. eridania
Cryllal0 1.93 (1.479 — 2.507) 1.380 £ 0.101
Vip3Aa 3.44 (2.641 — 4.529) 1.053 + 0.081
Crylla + Vip3Aa 7.23 (4.614 — 12.103) 0.695 + 0.055

*Resultados obtidos por MENDES (2011).  (IC Min. - Max.): Intervalo de confianca (IC 95%); > b + (EP) :

Coeficiente angular da reta e Erro Padrao.
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Figura 12. Correlagdo entre o efeito dos tratamentos com as proteinas Vip3Aa e

B S. eridania
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CryllalO e os controles negativos e 0 peso médio das lagartas de Spodoptera spp.
sobreviventes, avaliado apdés 7 dias. As letras diferentes na coluna diferem,

significativamente, pelo teste de Tukey (p<0,05)

Além da Vip3Aa, outras proteinas Vip3 exibiram toxicidade a espécies da ordem
Lepidoptera. ABDELKEFI-MESRATI et al. (2009) também verificaram a mortalidade de
96% para larvas de terceiro instar de Prays oleae, em bioensaios com a proteina
Vip3LB. Vip3Aa e Vip3Ab exibiram elevado indice de mortalidade (100%) também para
Agrotis ipsilon e Spodoptera exigua. (ESTRUCH et al.,, 1996; LOGUERCIO et al.,
2002). No caso da A. ipsilon, a proteina Vip3A proporciona 260 vezes atividade
inseticida superior a algumas proteinas CrylA relatadas como sendo ativas contra esta
praga (ESTRUCH et al.,, 1996). MILNE et al. (2008) consideraram como altamente
suscetiveis a Vip3Aa as espécies de S. exigua e A. ipsilon, e menos suscetiveis as
especies de Tricloplusia ni, Heliotis virescens, Choristoneura fumiferana e Lymantria

dispar em bioensaios usando inibicdo de crescimento como resposta a dose. A toxina
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Vip3A-S184 demonstrou a CLsy de 0,16 ug/ml contra Helicoverpa armigera, enquanto
para S. litura a CLsg foi de 0,27 ug/ml. Entretanto exibiu baixo nivel de toxicidade para S.
exigua com CLsg de 0,74 pg/ml (CHEN et al., 2003).

Além disso, nas espécies avaliadas neste trabalho, CryllalO foi 36 vezes mais
toxica para S. eridania em comparacdo a S. frugiperda, que apresentou a menor
sensibilidade. As CLso observadas para Cryllal0 mostraram alta toxicidade as quatro
espécies de Spodoptera spp., estando abaixo do valor encontrado no banco de dados
“Specificity Database” (http://www.glfc.forestry.ca/bacillus), o qual indica o valor de 289
ng/cm? para larvas neonatas de S. frugiperda (MARTINS et al., 2008). A proteina
recombinante Cryllal2 também mostrou toxicidade frente a larvas de primeiro instar de
S. frugiperda, sendo a Clsy de 5 pg/ml (GROSSI-DE-SA et al., 2007). Essa alta
toxicidade também foi demonstrada por BERGAMASCO et al. (2011), que avaliaram a
toxicidade de CryllalO contra larvas neonatas de S. frugiperda e obtiveram uma ClLsg
de 17 ng/ml. A toxicidade da proteina Crylla também foi demonstrada por DAMMAK et
al. (2010), exibindo toxicidade contra P. oleae com LC s, de 189 ng / cm 2. Nos estudos
de LI-MING et al. (2007), a proteina Crylla foi utilizada em bioensaios, e a CLsy de
0,268 pg/ml e 2,227 ug/ml foi determinada, respectivamente, para Ostrinia fumacalis e
P. xylostella. A diferenga entre os valores de toxicidades pode ser devido as diferentes
fases larvais, metodologia de bioensaio e as populacdes distintas dessas espécies.

Em estudos anteriores, foi analisada a diferenca entre a toxicidade para
Lepidoptera dentre as diversas proteinas Cry (ESCUDERO et al., 2006) e entre Cry e
Vip3 (SENA et al., 2009). No estudo de ESCUDERO et al. (2006), em bioensaios com
CrylAb, CrylAc, CrylBa e Crylla7, observou-se que Leptinotarsa decemlineata foi a
mais sensivel a Crylla7, com CLso de 10 pg/ml, enquanto para Earias insulana, Lobesia
botrana e P. xylostella foram mais sensiveis a CrylAc, CrylAb e CrylBa,
respectivamente. O trabalho de MARTINS et al. (2008) demonstrou a acédo de Crylla
purificada contra larvas neonatas S. frugiperda, assim como ndo demonstrou resultados
significativos, quando testada contra P. xylostella e Anticarsia gemmatalis. SENA et al.
(2009) avaliaram a toxicidade das proteinas Vip3Aa, Vip3Af, CrylAb e CrylFa em S.

frugiperda, e CLso das mesmas foram, respectivamente, de 49,3 ng/cm?, de 21 ng/cm?,
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de 867 ng/cm? e de 170 ng/cm? para CrylFa, demonstrando que as proteinas Vip3A
foram mais toxicas que as proteinas Cryl estudadas, para a populacéo de S. frugiperda
estudada. Esse mesmo fato foi observado nas populacdes de S. frugiperda, S. albula e
S. cosmioides do presente trabalho, no qual a toxina Vip3Aa foi mais toxica que
Cryllal0, sendo apenas menos toxicas para a populacao de S. eridania.

No entanto, ao se analisar as CLso da combinacéo das duas toxinas, obtiveram-
se menores doses, quando comparadas as ClLsg individuais de Vip3Aa e Cryllalo,
comprovando a agdo sinérgica ou aditiva entre essas proteinas em S. frugiperda, S.
albula e S. cosmioides (Tabela 1). As curvas de mortalidade das proteinas Vip3Aa e
Cryllal0 isoladas e Vip3Aa+CryllalO ilustradas na Figura 13, demonstra o
deslocamento da curva Vip3Aa + Cryllal0 para a esquerda, significando efeito
sinérgico. A acédo sinérgica também foi evidenciada por LEE et al. (1996), em que as
combinacdes das proteinas CrylAb-CrylAc e CrylAa-CrylAc foram sinérgicas para
Lymantria dispar. Os mecanismos do sinergismo ainda n&do foram completamente
elucidados (SHARMA et al., 2010). Ha uma hipotese de que a formagao dos poros por
diferentes toxinas causa uma descompensacdo osmoética das células, causando uma
maior mortalidade (LEE et al., 1996), ou que a formacado de hetero-oligbmeros, isto é, a
oligomerizagdo entre diferentes toxinas também melhoraria a habilidade de unido do
gue homo-oligdbmeros (CHAKRABARTI et al., 1998), além da possibilidade do aumento
da toxicidade pela prevencéo de unides ndo especificas (SCHNEPF et al., 1998).

Contudo, para essa populagdo de S. eridania, foi verificada acdo antagbnica
guando as toxinas foram testadas conjuntamente, evidenciada pelo aumento
significativo da CLsp, que foi superior a soma das CLsp de CryllalO e Vip3Aa individuais
(Tabela 1). As curvas de mortalidade das proteinas Vip3Aa e CryllalO isoladas e
Vip3Aa+CryllalO ilustradas na Figura 13, demonstra o deslocamento da curva Vip3Aa
+ CryllalO para a direita, significando efeito antagbnico. Esse tipo de antagonismo
também foi verificado por LEE et al. (1996), em que a combinacdo das proteinas
CrylAa e CrylAb foi trés vezes menos efetiva do que o esperado para L. dispar. Uma
das possibilidades do tipo de competicdo entre Vip3Aa e Cryllal0 em S. eridania pode

ter como base as propriedades da resposta das interacbes com receptores, descrita por
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VANDEN HEUVEL et al. (2002). Nessa resposta, esse tipo de resultado pode ser
devido a um antagonismo por agonismo parcial ou dualismo, no qual as duas toxinas
podem apresentar afinidades semelhantes pelos mesmos receptores, porém com
atividades intrinsecas diferentes e atuam, inicialmente, de forma sinérgica, devido a
grande disponibilidade de receptores. Porém, quando se esgotam 0s receptores, elas
passam a atuar de forma antagdnica, ou seja, 0 agonista parcial ocupa os receptores e
ndo atuam de forma muito eficaz, atrapalhando a acdo do agonista total
(VANDEN HEUVEL et al., 2002). Outra possibilidade € de que essas proteinas formam
hetero-oligdmeros que tém acdo menos eficaz em S. eridania do que as proteinas em
homo-oligdbmeros ou mondmeros. Para que seja definido qual o mecanismo desse
antagonismo, deve-se melhor caracterizar os receptores envolvidos nessa acéo.

A expressao de genes de varios microrganismos em E. coli tem sido largamente
utilizada com sucesso e, trabalhando com esta técnica, obteve-se um novo gene crylla
de um isolado brasileiro clonado, expresso em E. coli BL21 (DE3). Essa estratégia
também permitiu a expressdo da proteina Vip3Aa, com propriedades inseticidas
interessantes, particularmente pela sua forma soltvel, assim como as proteinas Crylla.
A toxicidade dessas proteinas foi verificada frente a pragas da ordem Lepidoptera, com
diversos niveis de toxicidade para cada espécie estudada. Esses resultados
demonstram claramente que as toxinas de B. thuringiensis Vip3Aa e Cryllal0 séao
altamente ativas contra essas populacées de Spodoptera spp., sendo Vip3Aa mais
toxica a S. frugiperda, S. albula e S. cosmioides, com atividade sinérgica com Cry1lal0,
e que Cryllal0O é a mais efetiva contra S. eridania, com acao antagdnica com Vip3Aa.
Este fato demonstra a acdo diferenciada dessas proteinas as espécies do mesmo

género de inseto-praga.
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Figura 13. Curvas de mortalidade das quatro espécies de Spodoptera pela acao das
proteinas Vip3Aa e CryllalO isoladas e Vip3Aa+Cryllal0. O deslocamento da curva
Vip3Aa + CryllalO para esquerda demonstra o efeito sinérgico e para a direita o efeito

antagonico.
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5.3. Purificacéo, ativacdo das protoxinas e marcacao com biotina

Apbs a anadlise da expressao, os lisados bacterianos, contendo as proteinas
Vip3Aa e Cryllal0, foram purificados em colunas HisTrap HP (Figura 14). Na
purificacdo, ndo houve completo éxito, visto que as fracbes (Fracbes 1 e 2) com maior
concentracdo das proteinas Crylla e Vip3Aa contém outras bandas de proteinas,
indicando inespecificidade na ligacdo dessas proteinas ao niquel da coluna. Mesmo néo
tendo as fracbes somente com a proteina de interesse, as bandas referentes as
proteinas Crylla e Vip3Aa, das fragbes mais puras (Fracdes 3 e 4), foram quantificadas
por desintometria para 0s experimentos com marcacdo por biotina das proteinas
purificadas e ativadas.

As proteinas purificadas foram ativadas com tripsina. A ativacao das proteinas
Vip3Aa e Cryllal0 no presente estudo corroboraram os dados publicados
(ABDELKEFI-MESRATI et al., 2009; LEE et al., 2003), resultando em toxinas ativadas
de aproximadamente 62 kDa tanto para Vip3Aa quanto para CryllalO (Figura 15).
Essas toxinas foram biotiniladas para utilizacdo em ensaios de unido com BBMVs das
espécies estudadas.

A ativagdo das proteinas CryllalO e Vip3Aa por tripsina € um passo essencial
para que se possa determinar sua atividade toxica in vitro. Esse procedimento € feito
para que se consiga reproduzir o evento de protedlise da protoxina em toxina ativa, que
ocorre in vivo no limen do intestino médio das larvas. O processo de protedlise é
essencial para a atividade de Vip e Cry devido a incapacidade dessas proteinas néo
processadas se unirem as BBMVs in vitro nos ensaios de unido. Essa ativagédo pode ser
feita com o suco intestinal das larvas dos insetos analisados ou com tripsina. A escolha
da ativacdo por tripsina, no presente trabalho, é baseada em LEE et al. (2003), que
determinou que tanto o suco intestinal quanto a tripsina formam dominantemente uma
toxina Vip3A de 62 kDa. Esse tamanho de fragmento também foi verificado para
tripsinizacdo de Vip3Lb (ABDELKEFI-MESRATI et al., 2009), assim como o de 60 kDa
verificado por ESCUDERO et al. (2006) na ativacao de Crylla7 por tripsina.
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As toxinas ativas, de aproximadamente 62 KDa tanto para Vip3Aa quanto para
CryllalO, foram biotiniladas. As fracGes das proteinas marcadas com biotina eluidas da
coluna P10 Desalting foram detectadas pela analise por “Dot Blot” e evidenciaram as
melhores fracoes (fracdes de 10 a 13), como visualizado na Figura 16. Essas fragcbes
foram utilizadas nas préximas etapas nos ensaios de unido com BBMVs das espécies

estudadas.
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Figura 14. Andlise por SDS PAGE 10% das fracBes das proteinas Cryllal0 (A) e
Vip3Aa (B) purificadas em colunas HisTrap HP (Amersham), carregadas com niquel.
Canaletas: M= Marcador molecular em KDa, Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (Fermentas); 1= tampao de equilibrio passado pela coluna apos a passagem da
proteina; 2= tampao de equilibrio apdés a eluicdo da proteina; 3= 12 fracdo da
purificacdo; 4= 22 fracdo da purificacdo; 5= 3?2 fragdo da purificacdo; 6= 42 fracdo da
purificacdo; 7= 52 fracdo da purificacdo; 8= 62 fracdo da purificacdo; 9= 72 fracdo da

purificacdo. Proteinas CryllalO e Vip3Aa estdo indicadas pela seta.
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Figura 15. Analise da expressdo, purificacdo e ativacdo das proteinas Vip3Aa e
Cryllal0 em gel de SDS PAGE 10%. Canaletas: 1- Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder (Fermentas); 2- Lisado contendo a proteina Vip3Aa; 3- Proteina Vip3Aa
purificada; 4- Proteina Vip3Aa tripsinizada; 5- Lisado contendo a proteina Crylla; 6-
Proteina Crylla purificada; 7- Proteina Crylla tripsinizada; 8- Controle negativo: lisado
de E. coli BL21 (DE3).
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Figura 16. Analise por “Dot Blot” das fracdes das proteinas Vip3Aa (A) e Cryllal0 (B)
biotiniladas. Os numeros sdo a sequéncia das fracdes biotiniladas eluidas da coluna

P10 Desalting.
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No teste de ligacdo das toxinas Vip3Aa e CryllalO biotiniladas as BBMVs, o
melhor resultado (dado ndo mostrado) foi obtido com 20 pg de BBMVs e 50 ng das
proteinas biotiniladas, utilizado nos experimentos a seguir. Esta escolha é estabelecida
pela néo diferenca entre a ligacdo destas concentracdes e de maiores concentragcdes
de BBMVs e proteinas, devido a saturacdo da ligacdo dos receptores e assim, a nao
diferenciacéo na intensidade da banda obtida com 20 uyg de BBMVs e 50 ng das

proteinas com as bandas de outras concentragdes.

5.4. Deteccéo dos receptores por “Ligand-Blotting”

A analise “Ligand-blotting” permitiu demonstrar a unido das toxinas Vip3Aa e
CryllalO biotiniladas aos receptores putativos presentes nas BBMVs por meio da
deteccdo de uma banda evidenciada pelo anticorpo especifico para biotina. Nesse
ensaio, a marcagcao da banda na membrana indica que a proteina biotinilada conseguiu
se ligar aos seus receptores, enquanto a falta de marcacéo indica que a proteina
biotinilada ndo conseguiu se ligar aos receptores, isto €, ndo ha reconhecimento entre
eles.

Tanto a toxina Vip3Aa quanto a Cryllal0 biotiniladas ligaram-se em receptores
putativos de cerca de 65 kDa nas BBMVs integras de S. frugiperda, S. albula, S.
cosmioides e S. eridania (Figura 17). Esse mesmo resultado foi verificado na ligacao
com as proteinas sollveis (sobrenadante) das BBMVs tratadas com fosfolipase C de S.
frugiperda, S. albula, S. cosmioides e S. eridania (Figura 18).

Essa analise evidenciou a ligagdo com receptores ancorados ao glicosilfosfatidil-
inositol (GPI) que se solubilizaram ap6s o tratamento com fosfolipase C, confirmado
pela ndo ligagdo das proteinas biotiniladas aos receptores de membrana mantidos na
parte insolivel das BBMVs. A ligacdo dessas duas toxinas a banda proteica de 65 kDa
indica que h& possiveis receptores de tamanho molecular semelhantes na membrana

apical do intestino médio nas quatro espécies de lagartas testadas.
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Figura 17. Deteccéo do receptor putativo para as toxinas Vip3Aa (A) e Cryllal0 (B)
biotiniladas em BBMVs integras de Spodoptera spp. por “Ligand-blotting”. (A)
Canaletas: 1- Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas); 2- BBMV
de S. frugiperda; 3- BBMV de S. albula; 4- BBMV de S. eridania; 5- BBMV de S.
cosmioides; 6- BSA como controle negativo. (B) Canaletas: 1- Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder (Fermentas); 2- BSA como controle negativo; 3- BBMV de
Spodoptera frugiperda; 4- BBMV de S. albula; 5- BBMV de S. eridania; 6- BBMV de S.

cosmioides.
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Figura 18. Deteccdo do receptor putativo para as toxinas Vip3Aa (A) e CryllalO (B)
biotiniladas em BBMVs tratadas com fosfolipase C de Spodoptera spp. por “Ligand-
blotting”. (A) Canaletas: 1- Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas); 2- BSA como controle negativo; 3- Fracdo soluvel da BBMV de S.
frugiperda tratada com fosfolipase C; 4- Fragdo néo soltuvel da BBMV de S. frugiperda
tratada com fosfolipase C; 5- Fracdo soluvel da BBMV de S. albula tratada com
fosfolipase C; 6- Fragdo ndo soluvel da BBMV de S. albula tratada com fosfolipase C; 7-
Fracdo soluvel da BBMV de S. cosmioides tratada com fosfolipase C; 8- Fracdo néo
soluvel da BBMV de S. cosmioides tratada com fosfolipase C; 9- Fracdo soluvel da
BBMV de S. eridania tratada com fosfolipase C; 10- Fracdo néo soluvel da BBMV de S.

eridania tratada com fosfolipase C.
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Desse modo, essas proteinas sdo capazes de exercer sua atividade e,
consequentemente, provocar a morte do inseto. Essa acdo foi comprovada nos
bioensaios realizados para as quatro espécies de Spodoptera estudada. Mas apenas a
deteccdo da ligacdo das proteinas aos receptores ndo significa, necessariamente, que
elas apresentam toxicidade, porém, se ndo ocorresse ligacdo de alguma das proteinas
aos receptores, pode-se presumir que receptores especificos para a toxina que nao
conseguiu se ligar sofreu algum tipo de modificagédo, provocando, assim, 0 surgimento
de resisténcia (DUMAS, 2009). XIE et al. (2005) demonstraram que a diminuicdo de
ligagdo da proteina CrylAc aos receptores do tipo caderina em H. virescens pode
provocar o surgimento de populacdes resistentes, realizando mutacfes em sitios
especificos dos receptores, que ocasionaram diminuicdo na ligacdo da proteina aos
seus receptores, e, consequentemente, uma diminuicdo na toxicidade da toxina. Esse
fato ndo foi observado no presente estudo, demonstrando claramente a ligagdo das
duas toxinas aos receptores das quatro espécies de Spodoptera estudadas.

Em estudo de BRAVO et al. (2007), foram identificados diferentes receptores
para as toxinas Cry, em intestinos médios de larvas de insetos suscetiveis da ordem
Lepidoptera, e demonstrada a importancia das proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidil-
inositol (GPI) na interacdo das toxinas Crylnesta ordem de insetos. Entre essas
proteinas estdo fosfatases alcalinas com tamanho molecular entre 62 kDa e 68 kDa
(FERNANDEZ et al., 2006; JURAT-FUENTES & ADANG, 2006 e 2004) e
aminopeptidases-N de tamanho molecular entre 112 kDa e 120 kDa (HUA et al., 2004;
PACHECO et al, 2009; RAJAGOPAL et al.,, 2003), podendo estar na forma de
homodimero de 130 kDa, formado por monémeros de 65 kDa (MALIK et al., 2006).
Além das proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidil-inositol (GPI), os mais bem
caracterizados para proteinas Cry sdo os receptores do tipo caderina, com tamanho
molecular ao redor de 210 kDa (FLANAGAN et al., 2005; HUA et al., 2004; JURAT-
FUENTES & ADANG, 2006).

Os resultados obtidos neste experimento corroboraram os obtidos por DUMAS
(2009), nos quais as membranas contendo as BBMVs néo tratadas com fosfolipase e as
BBMVs tratadas com fosfolipase e os receptores purificados tanto das populacdes
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susceptiveis e quanto das resistentes de A. gemmatalis, apresentaram ligacbes a
receptores de massa molecular de 65 kDa, aproximadamente, quando submetidas a
marcacao com as proteinas biotiniladas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A. Este autor
indica que os receptores das populagdes susceptivel e resistente sejam 0s mesmos,
porém ensaios enzimaticos devem ser realizados para que essa hipbétese seja
confirmada.

Fundamentado nessas informacgdes, o receptor putativo de 65 kDa para Cryllal0O
pode consistir em um mondmero de aminopeptidases-N ou de fosfatases alcalinas,
assim como para Vip3A. Mas, diferentemente das toxinas Cry, diversos receptores
putativos foram detectados para a toxina Vip3A, entretanto estes ainda ndo foram
caracterizados (SINGH et al., 2010). Em estudos com a toxina Vip3Aal®6, verificou-se a
ligacdo a receptores putativos de 65 kDa para E. kuehniella (ABDELKEFI-MESRATI et
al.,, 2011b), e de dois receptores putativos de 55 e 100 kDa em S. littoralis
(ABDELKEFI-MESRATI et al.,, 2011a). LEE et al. (2003) detectaram dois receptores
putativos de 80 e 100 kDa em BBMVs de Manduca sexta para Vip3A-G. Também foi
identificada a unido de Vip3LB em um receptor putativo de 65 kDa no intestino medio de
P. oleae (ABDELKEFI-MESRATI et al., 2009).

Os modelos de receptores descritos em alguns trabalhos mostram que um inseto
pode apresentar, em quantidade variavel, diversas classes de receptores que podem
ser reconhecidos por diferentes toxinas (MALIK et al., 2006; PERERA et al., 2009;
RAJAGOPAL et al.,, 2003). Essa diversidade de receptores pode explicar a
heterogeneidade em BBMVs utilizadas para determinar a afinidade da toxina Cry
(MALIK et al., 2006) e que essa uniao ao receptor € essencial para a toxicidade.

Desse modo, pode-se inferir que os receptores putativos, de cerca de 65 kDa,
detectados em S. frugiperda, S. albula, S. cosmioides e S. eridania para Vip3Aa e
Cryllal0O, podem ser similares, entretanto podem nao ser 0 mesmo receptor. Seus
tamanhos coincidem com o tamanho de receptores do tipo fosfatase alcalina ancorada
ao glicosilfosfatidil-inositol (GPI) e com mondmero de aminopeptidase ancorada ao
glicosilfosfatidil-inositol (GPI) descritos por outros trabalhos. Entretanto, novos testes

serdo realizados para que se comprove essa hipétese. E a caracterizacdo desses
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receptores putativos por atividade enzimatica ou sequenciamento de seus aminoacidos
poderdo determinar as similaridades ou dissimilaridades entre eles e a compreensao

dos mecanismos de unido entre Vip3Aa e Crylla nesses receptores.

5.5. Andlises da competicdo entre CryllalO e Vip3Aa biotiniladas

Os ensaios de unido foram realizados com as proteinas Vip3Aa e Crylla em
BBMVs das quatro espécies de Spodoptera estudadas. Nesse ensaio, a marcacao da
membrana indica que a proteina biotinilada conseguiu se ligar aos seus receptoes,
enquanto a falta de marcacéo inidica que a proteina biotinilada ndo conseguiu se ligar,
isto é, as proteinas nao-biotiniladas se ligaram aos receptores, impedindo, dessa
maneira, a ligacdo das proteinas biotiniladas.

As toxinas Vip3Aa e CryllalO biotiniladas se ligam especificamente as BBMVs
de S. frugiperda, S. eridania, S. albula e S. cosmioides (Figura 19, canaletas 2 e 8).
Essa ligacdo especifica foi comprovada pelo ensaio de competicdo homdloga com a
adicdo de um excesso da mesma toxina ndo marcada, reduzindo substancialmente a
unido das toxinas marcadas as BBMVs (Figura 19, canaletas 3 e 7) e que ndo houve
marcacdo quando as mesmas proteinas (biotiniladas e nao-biotiniladas) foram
incubadas com os receptores de todas as espécies estudadas. Isso ocorre devido ao
fato das proteinas n&o biotiniladas possuirem uma concentracdo superior a
concentracdo das proteinas biotiniladas.

No ensaio de competicdo heterdloga para S. frugiperda, S. albula e S.
cosmioides (Figuras 19 A, B e C, canaletas 4, 5 e 6), a adicdo de um excesso da toxina
competidora Cryllal0 ndo marcada nao reduziu a uniao da toxina Vip3Aa marcada. Isto
€, a proteina biotinilada conseguiu se ligar aos receptores dessas espécies, e essa
ligacdo néo foi deslocada pela presenca do competidor, obtendo a membrana marcada
por essa ligacdo. Esse resultado confirmou que ndo houve competicdo com a proteina
Vip3Aa pelos receptores intestinais desses insetos. Devido a isso, 0s receptores nestas

trés espécies devem ser distintos para as proteinas analisadas.
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Figura 19. Unido das toxinas Vip3Aa e Cryllal0 as BBMVs de S. frugiperda (A), S.
albula (B), S. cosmioides (C) e S. eridania (D). Canaletas: 1 — Vip3Aa biotinilada
(controle sem BBMV); 2- Vip3Aa biotinilada ligada a BBMV (sem competidor); 3-
Competicdo homdloga: Vip3Aa biotinilada e Vip3Aa ndo marcada (com excesso de 200
vezes); 4- Competicdo heterdloga: Vip3Aa biotinilada e Cryllal0 ndo marcada (com
excesso de 200 vezes); 5- Competicao heteréloga: Vip3Aa biotinilada e Cryllal0 ndo
marcada (com excesso de 500 vezes); 6- Competicdo heterdloga; Vip3Aa biotinilada e
Cryllal0 ndo marcada (com excesso de 1.000 vezes); 7- Competicdo homéloga:
Cry1lal0 biotinilada e Cryllal0 ndo marcada (com excesso de 200 vezes); 8- Cryllal0
biotinilada ligada a BBMV (sem competidor); 9- CryllalO biotinilada (controle sem
BBMV).

Na competi¢cdo heterdloga para S. eridania (Figura 19 D, canaletas 4, 5 e 6), por
outro lado, a adicdo de um excesso da toxina competidora Cryllal0 ndo marcada
reduziu parcialmente a unido da toxina Vip3Aa marcada a BBMV dessa espécie.
Entretanto, mesmo com um excesso de 1.000 vezes, ndo houve remocao total da
proteina Vip3Aa marcada pelo competidor Cryllal0O. Essa reducao foi quantificada por
densitometria, sendo que a competicdo reduziu, com excesso de 200, 500 e 1000

vezes, respectivamente 33%, 55% e 57,33%. Este fato confirma que houve competicéo,
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mas que essa competicdo ndo se deve a uma afinidade total pelo mesmo receptor. O
deslocamento da proteina Vip3Aa pode ser devido a um agonismo parcial ou
antagonismo, ou seja, podem existir dois sitios receptores para essas proteinas, sendo
um deles o0 mesmo sitio receptor entre elas. Porém, mesmo que a proteina CryllalO
apresente baixa afinidade pelo receptor analogo, ela é suficiente para deslocar a uniao
de Vip3Aa em parte dos receptores nas BBMVs do intestino médio dessa espécie de
praga.

Essa mesma andlise de unido a receptores entre proteinas Cry e Vip foi feita por
LEE et al. (2006), que determinou que para BBMVs de H. virescens e Helicoverpa zea
ndo houve competicdo entre Vip3A e CrylAc, como também entre Vip3A e Cry2Ab2.
Para GOUFFON et al. (2011), a competicdo entre a proteina Cry2Ae marcada
radioativamente e as proteinas competidoras CrylAb, CrylAc, CrylFa, Vip3A, Cry2Ae
e Cry2Ab em BBMVs de H. virescens, H. zea e H. armigera demonstraram que Cry2Ae
nao compete com as proteinas Cryl e Vip3. Em trabalho realizado com S. frugiperda,
SENA et al. (2009) demonstraram que as toxinas Cryl e Vip3a analisadas ocupam
sitios de unido distintos, e que a proteina CrylFa ocupa o mesmo sitio de unido que
Cry1Ab, ao mesmo tempo que Vip3Afl e Vip3Aal competem pelo mesmo receptor.

A ligagao de diferentes proteinas Crylla de B. thuringiensis ao epitélio intestinal
de larvas de lepidopteros foi caracterizada, também, por unido a BBMV. Em trabalho
feito por IBARGUTXI et al. (2006), demonstraram a ndo competicdo da toxina Crylla
biotinilada e CrylAc em BBMV de E. insulana. No trabalho de ESCUDERO et al.
(2006), Crylla7 biotinilada ndo ocupou o mesmo sitio de unido das toxinas CrylAb ou
CrylAc no intestino de E. insulana e Lobesia botrana.

A ligacdo de diferentes proteinas cristal de B. thuringiensis as BBMVs de larvas
de S. frugiperda foi estudada por ARANDA et al. (1996). Os resultados obtidos pelos
autores mostraram que as toxinas interagem com as microvilosidades das células
epiteliais de S. frugiperda por duas diferentes vias. A primeira é tipica das proteinas
altamente téxicas (como CrylC e CrylD); essa interacdo € saturada e especifica. Ao
contrario, algumas proteinas nao toxicas (semelhante a CrylAb) interagem nao

especificamente com as microvilosidades, assim a ligacdo dessa toxina ndo € afetada
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pela presenca de altas concentragfes de competidor homologo. A toxina Cryl1C liga-se
a duas proteinas do epitélio intestinal, enquanto CrylAb liga-se a uma Unica proteina de
150 kDa. A ligacdo dessa proteina foi observada, mas foi extremamente fraca,
implicando que esse tipo de interacdo ocorre também in vivo, embora ndo esteja
relacionada a toxicidade.

Em relagdo ao papel dos dominios Il e Ill na interacdo com receptores
especificos em BBMV de espécies de Spodoptera, AVISAR et al. (2004) verificaram que
0 dominio Il de CrylC pode competir com a ligacdo do dominio Ill, enquanto o ultimo
nao interfere com a ligacdo do dominio Il. Isso indica as interacdes sequenciais do
dominio Ill e, entdo, do dominio Il com o mesmo sitio na membrana. N&o se observou
competicdo do dominio Il de CrylC e CrylE, confirmando a existéncia de diferentes
sitios de ligacdo para o dominio das duas toxinas. HERRERO et al. (2004), também
estudando os dominios de ligacdo, agora com S. exigua, verificaram que a afinidade do
mutante pPB19 (mutacdo no dominio Il da toxina CrylCa) foi fracamente afetada (duas
vezes menor), comparada a toxina CrylCa, enquanto a afinidade dos mutantes com o
dominio 1l alterado (pPB20 e pPB21) foi aproximadamente oito vezes maior. Esse
estudo demonstrou como alteracbes na estrutura primaria de CrylCa podem ser
correlacionadas com alteracbes em diferentes etapas de seu modo de acdo. Em
ensaios de competicdo com BBMV de Ostrinia furnacalis, no estudo de GUO et al.
(2011), uma proteina Crylle truncada na porcdo N-terminal, denominada de toxina
IE648, demonstrou que esta ndo compete com a proteina CrylAc, mesmo tendo uma
alteracao na sua estrutura.

Assim como néo hé relatos da competicdo por unido a receptores entre toxinas
Vip3 e Cry, ndo ha relatos do mesmo tipo de competicdo entre toxinas Crylla e outras
toxinas Cry. Esse modo de acéo diferenciado de outras toxinas Cry, faz com que
Vip3Aa e Cryllal0 possam ter atividades similares ou até mesmo competir pela uniao
de algum tipo de receptor. Dentre as quatro espécies de Spodoptera, apenas em S.
eridania essas toxinas atuaram em antagonismo e houve inibicdo da ligagdo em
receptores por competicdo entre as toxinas. Esse fato € o primeiro relato da inibicdo in

vivo e in vitro entre proteinas Cry e Vip, verificado em uma espécie de Spodoptera.
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Esses resultados estdo sintetizados na Figura 20.

A andlise de competicdo corroborou os resultados dos bioensaios, nos quais foi
determinada a alta efetividade dessas toxinas a todas as quatro espécies estudadas,
bem como os mecanismos de acdo desiguais entre espécies de Spodoptera. As
diferencas entre espécies desse género também foi verificada por SANTOS et al.
(2009), onde as toxinas CrylAa e CrylAb foram ativas para S. frugiperda e S.
cosmioides e nao ativas a S. eridania, ao mesmo tempo que Cry2A somente foi efetiva
a S. eridania. Os autores alertam sobre o risco da utilizacdo das toxinas estudadas para
o controle do complexo de Spodoptera, pois a susceptibilidade das espécies é diferente,

0 que pode vir a causar resisténcia de uma delas.

Figura 20. Modelo proposto para o0 modo de acdo das toxinas Vip3Aa e Cryllal0 para

as quatro espécies de Spodoptera a partir dos resultados obtidos no presente trabalho.
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Os dados obtidos no presente estudo também devem servir de alerta para que
sejam realizados estudos de susceptibilidade de cada inseto-alvo primario ou
secundario frente a cada toxina candidata a ser utilizada no controle de pragas do
mesmo género. Pragas secundarias e atualmente pouco importantes para a agricultura
podem se tornar pragas primarias, caso o manejo de controle ndo seja bem feito.
Usando as toxinas Vip3Aa e Cryllal0O, pode-se teorizar que, embora seja a mais
suscetivel, poderia se selecionar S. eridania e talvez elevar seu “status” de praga
secundaria para praga primaria. Este fato seria solucionado utilizando-se plantas
transgénicas “piramidais” expressando as toxinas Vip3Aa e CryllalO e outra toxina que
seja altamente ativa e ndo competidora pelos mesmos receptores para S. eridania.
Também poderia ser feita com utilizacdo desta planta piramidada com os dois genes
concomitante ao uso de bioinseticidas a base de estirpes nativas. Além da possibilidade
do uso destas toxinas somente em bioinseticidas para aplicagbes nas culturas, o que
facilitaria a modificacdo das toxinas utilizadas caso ocorra resisténcia das pragas. Este
uso de toxinas com ac0es diferenciadas apresentaria uma diversidade de proteinas Cry
e Vip que pode minimizar a pressao de selecdo que induz a resisténcia do complexo
Spodoptera, importante no Manejo Integrado de Pragas.
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VI. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

Os clones dos genes crylla e vip3Aa de Bacillus thuringiensis em sistema
bacteriano da Escherichia coli BL21 (DE3), foram efetivos para expressao,

purificacdo e ativacao das proteinas Crylla e Vip3Aa.

As proteinas Crylla e Vip3Aa foram eficazes no controle das larvas das quatro
espécies de Spodoptera estudadas por bioensaios. Estas proteinas tem acéo
sinérgica a S. frugiperda, S. albula e S. cosmioides, e antagbnica a S. eridania,

guando testadas conjuntamente nos bioensaios.

Em S. frugiperda, S. albula, S. cosmioides e S. eridania, as proteinas Vip3Aa e
Cryllal0 se ligam a receptores putativos, com aproximadamente 65 kDa,
compativel com tamanho de receptores do tipo fosfatase alcalina ancorada ao

GPI ou com mondmero de aminopeptidase ancoradas ao GPI.

CryllalO ndo compete pelo mesmo sitio de unido que Vip3Aa em S. frugiperda,

S. albula e S. cosmioides, no entanto ha uma competicdo parcial em S. eridania.
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VIl. CONSIDERACOES FINAIS

Devido aos mecanismos de acdo desiguais nas espécies de Spodoptera, a
indicacdo de uso de Vip3Aa e Cryllal0O, combinados no controle dessas pragas
polifagas, podera ser feita ap0s a caracterizacdo de seus receptores por
atividade enzimatica ou sequenciamento de seus aminodacidos, para elucidar

precisamente os mecanismos de unido entre Vip3Aa e Crylla nesses receptores.

A combinacdo dos genes vip3Aa e crylla pode ser utilizada na obtencdo de
plantas Bt piramidadas, visando ao manejo da resisténcia de S. frugiperda, S.
albula e S. cosmioides, visto que essas proteinas ndo competem pelo mesmo
sitio receptor. Entretanto, para S. eridania, essa combinagdo de genes em
plantas piramidadas poderia proporcionar certa resisténcia dessa praga, devido a
uma mutacao nesse sitio receptor comum entre Vip3Aa e Crylla.

Portanto, esses resultados evidenciam similaridades entre as proteinas Vip3Aa e
Crylla e sugerem que nem sempre a piramidacao de plantas com determinados
genes pode ser efetiva para suplantar a resisténcia de diferentes espécies do

mesmo género de insetos-praga.
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