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INTERACAO DAS PROTEINAS Cryllal0 E Cry8 DE Bacillus thuringiensis NO
CONTROLE DO BICUDO-DO-ALGODOEIRO

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito inseticida das
proteinas Cryllal0 e Cry8 contra larvas de Anthonomus grandis Boheman
(Coleoptera: Curculionidae), buscando por potencial sinérgico. Para tanto, o gene
cry8 foi amplificado por PCR a partir de um clone previamente construido, obtendo-
se um fragmento de aproximadamente 3531 pb e subclonado no vetor de expressao
pPET-SUMO. Para a expressao dos genes cryllalO e cry8, os DNAs recombinantes
foram inseridos em células de Escherichia coli BL21 (DE3) e induzidos por isopropil-
B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), resultando em proteinas de 94 kDa e 143 kDa,
respectivamente, visualizadas em SDS-PAGE. As proteinas foram quantificadas
através do software ImageQuant TL 8.1” (GE Healthcare), para que fosse possivel a
realizacdo dos calculos de diluicdo nas respectivas concentracfes incorporadas a
dieta artificial, a fim de estimar a CLso € CLgp das duas proteinas testadas sozinhas e
em conjunto. Com base na sequéncia de aminoacidos de proteinas da classe Cry8,
andlises filogenéticas foram realizadas para investigar proximidade evolutiva da
proteina Cry8 utilizada neste trabalho com as demais proteinas na mesma classe.
Através dessas andlises, sugerimos que a proteina em questdo pertence a
subclasse Cry8Pa devido a elevada proximidade filogenética e similaridade com a
proteina Cry8Pa2. Observou-se que as proteinas Cryllal0 e Cry8 apresentaram
acao inseticida contra larvas neonatas de A. grandis, obtendo-se as CLso de 7,232
ng mi* e 4,422 ug ml™* para Cryllal0 e Cry8 respectivamente. Quando combinadas
as proteinas a Clsy é reduzida para 2,664 pg mlt e ClLgo para 13,535 pug mi*
apresentaram sinergismo, potencializando a ac¢ao inseticida das mesmas. Este
estudo conclui que larvas de A. grandis sdo suscetiveis as proteinas CryllalO e
Cry8 e que a combinacédo entre elas aumenta a eficiéncia de controle, sugerindo que
plantas piramidadas com estes genes sdo de interesse agronémico para o controle
de A. grandis possibilitando o retardo do desenvolvimento de insetos resistentes.

Palavras-chave: Anthonomus grandis, Coleoptera, clonagem génica, expressao de
genes, controle bioldgico.



SYNERGIC EFFECT BETWEEN Cryllal0 AND Cry8 PROTEINS OF Bacillus
thuringiensis ON COTTON BOLL WEEVIL

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the insecticidal effect
of Cryllal0 and Cry8 proteins against Anthonomus grandis Boheman larvae
(Coleoptera: Curculionidae), searching for synergistic potential. To do so, the cry8
gene was amplified by PCR from a previously constructed clone, obtaining a
fragment of approximately 3531 bp and subcloned into the pET-SUMO expression
vector. For the expression of the cryllalO and cry8 genes, the recombinant DNAs
were inserted into Escherichia coli BL21 (DE3) and isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) cells, resulting in 94 kDa and 143 kDa proteins,
respectively, visualized on SDS-PAGE. The proteins were quantified using
ImageQuant TL 8.1 software (GE Healthcare) to allow the calculation of dilution in
the respective concentrations incorporated into the artificial diet in order to estimate
the LCso and CLgg of the two proteins tested alone and together. Based on the amino
acid sequence of Cry8 class proteins, phylogenetic analyzes were performed to
investigate evolutionary proximity of the Cry8 protein used in this work with the other
proteins in the same class. Through these analyzes, we suggest that the protein in
question belongs to the subclass Cry8Pa due to its high phylogenetic proximity and
similarity to the Cry8Pa2 protein. It was observed that the proteins Cryllal0 and
Cry8 showed insecticidal action against neonatal larvae of A. grandis, obtaining the
LCso of 7.232 pug ml™* and 4.422 pug ml™ for Cryllal0 and Cry8 respectively. When
combined the proteins at LCsg is reduced to 2,664 ug mi™ and CLg to 13,535 ug ml'l
showed synergism, potentiating the insecticidal action of the same. This study
concludes that A. grandis larvae are susceptible to Cryllal0 and Cry8 proteins and
that the combination between them increases control efficiency, suggesting that
pyramidal plants with these genes are of agronomic interest for the control of
A. grandis, allowing the development of resistant insects.

Keywords: Anthonomus grandis, Coleoptera, gene cloning, gene expression,
biological control.



1. INTRODUCAO

A cultura do algodao esta entre as mais importantes do pais, uma vez que a
fibra da pluma é o principal produto da industria téxtil e o carogo muito utilizado na
alimentacdo animal, em consequéncia do elevado teor energético do Oleo. De
acordo com a CONAB (2017), o Brasil possui cerca de 900 mil hectares de area
cultivada por algoddo, predominantemente na regido Centro-Oeste. No entanto, a
produtividade da cultura é afetada pelo ataque de diversas pragas que surgiram a
partir da década de 80 (SANTOS, 2003). Neste contexto, destaca-se o Anthonomus
grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), que ataca principalmente o botéao
floral, afetando diretamente o principal produto comercial da cultura.

Na fase adulta, as fémeas séo atraidas pela floragédo e ovipositam nos botdes
florais causando senescéncia, ou nas macas, as quais terdo as fibras e sementes
destruidas pelas larvas em desenvolvimento (GALLO et al., 2002; PRACA et al.,
2003). Atualmente, no Brasil, é adotado o manejo integrado de pragas (MIP), porém
o controle quimico € um dos métodos mais utilizados, ainda que ao custo de baixos
indices de eficiéncia, uma vez que as larvas ficam alojadas no interior das macas,
dificultando o contato da molécula inseticida com o alvo biolégico. O uso excessivo,
ou mesmo indiscriminado, de agrotoxicos na agricultura traz ao meio ambiente e aos
organismos Vivos consequéncias danosas e muitas vezes irreversiveis. Além disso,
a utilizacdo exagerada também contribui para aumento nos custos da producéo,
podendo representar até 25 % (EMBRAPA, 2017), o que reduz, portanto, a margem
de lucro das unidades de produgéo agricola.

Neste cenario, investimentos em pesquisa, desenvolvimento de novas
estratégias e métodos alternativos para o controle de pragas sédo fundamentais para
gue se consiga a reducéo da quantidade de agrotoxicos langcados ao meio ambiente.
Desta forma, o uso do controle biolégico e plantas geneticamente modificadas estéo
avancando no mercado global e ganhando cada vez mais espaco nas lavouras.

Atualmente, a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner € considerada a espécie
de maior interesse, pois apresenta amplo espectro de acédo ao controle de diversas

ordens de pragas. Durante o processo de esporulacdo, a bactéria gram-positiva



sintetiza inclusdes proteicas cristalinas denominadas proteinas Cry ou é-endotoxinas
(BRAVO et al., 2017). Ja no periodo de crescimento vegetativo, alguns isolados de
B. thuringiensis sintetizam proteinas denominadas proteinas inseticidas vegetativas
(“vegetative insecticidal protein” — Vip) (ESTRUCH et al.,, 1996). Ao ingerir tais
proteinas, o elevado pH intestinal da larva suscetivel ativa a protoxina que se liga a
receptores especificos, induzindo les6es que destroem as células intestinais e levam
0 inseto a morte por inanicdo alimentar (FIUZA, 2010). Além disso, pesquisa
publicada por Tabashnik et al. (2015), também revelam que em alguns casos a pro-
toxina € mais eficiente no controle de pragas do que a toxina ativada
correspondente.

Grande parte das plantas geneticamente modificadas possuem genes de B.
thuringiensis que codificam proteinas com ac¢éo inseticida, sendo o algoddo Bt o
segundo Organismo Geneticamente Modificado (OGM) resistente a insetos mais
cultivado no mundo (JAMES, 2009). No entanto, as cultivares de algoddo Bt
aprovadas para o cultivo sintetizam proteinas capazes de controlar somente insetos
da ordem Lepidoptera, como as cultivares Bollgard | (CrylAc), Bollgard 1l (CrylAc +
Cry2Ab2), Widestrike (CrylAc + CrylFa) e Twinlink (CrylAb +Cry2Ac) (THOMAZONI
et al., 2013).

Recentemente, Ribeiro et al. (2017), relataram pela primeira vez uma planta
de algoddo geneticamente modificada com acdo inseticida contra A. grandis
conferido pela toxina CrylOAa. Em estudos anteriores, Oliveira et al. (2016)
modificaram o algod&do com o gene crylla, apesar do controle significativo a lagartas
de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), 0 mesmo nao
foi observado em larvas de A. grandis, sendo de suma importancia aumentar a
eficiéncia desta proteina através do potencial sinérgico com outra proteina especifica
para Coleoptera, como proposto neste trabalho.

Segundo Praca et al. (2007), proteinas pertencentes as classes Cryl, Cry3,
Cry5, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl4, Cryl8, Cry22, Cry34, Cry35 e Cry36 apresentaram
atividade inseticida contra insetos da ordem Coleoptera, além da classe Cryl0
supramencionada. Ja dentre as proteinas Vip, as toxinas binarias Vipl e Vip2, atuam

em conjunto no controle de algumas espécies desta ordem (WARREN, 1997).



Ensaios realizados com proteinas Crylla e Cry8 frente a larvas neonatas de
A. grandis demonstram que tais proteinas também sdo alternativas viaveis para o
controle da principal praga do algoddo (GROSSI-DE-SA et al., 2007; OLIVEIRA,
2008; MARTINS et al., 2009; BERGAMASCO et al., 2011). Assim como proteinas
das classes Cryl0 e CrylB também apresentam potencial inseticida para o bicudo-
do-algodoeiro (MARTINS, 2009).

Tendo em vista os prejuizos significativos causados por A. grandis na cultura
do algodédo, bem como o potencial inseticida das proteinas de B. thuringiensis contra
insetos coledpteros, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de
proteinas Cryllal0 e Cry8, provenientes de isolados brasileiros pertencentes a
colecdo de B. thuringiensis do Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia
Aplicada (LGBBA). Além disso, visou-se investigar a interacdo das proteinas
CryllalO e Cry8 em busca de potencial sinérgico, a fim de prover uma favoravel
combinacdo para a construgcdo de plantas piramidadas, podendo aumentar a
eficiéncia inseticida das proteinas e também retardar de maneira eficaz a possivel

evolucao de resisténcia desta praga contra proteinas desta classe.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do Algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)

Pertencente a familia Malvaceae, a planta de algod&o possui estrutura ereta e
caule herbaceo. E cultivado anualmente e seus frutos recebem a denominacgéo de
macds quando verdes, e capulho apO0s a abertura e exposicdo das plumas
(FERRAZ, 2012). O algodoeiro é constituido de ramos vegetativos e ramos
frutiferos, sdo nos ramos frutiferos que as macgéas se desenvolvem e amadurecem de
forma desuniforme.

Por ser a principal matéria prima na industria téxtil, a cultura ocupa um

importante espaco no mercado agricola. Até os anos 80, o Brasil possuia uma



producéo de algodado superior ao consumo interno, fazendo do pais um dos maiores
produtores do seguimento e 0sS precos superavam o0s valores de culturas como
milho, soja e trigo (MARTINS et al., 2005; SANTOS, 2003). Apesar da perda de
espaco da fibra natural para fibras sintéticas na industria téxtil os subprodutos da
planta cresceram no mercado na ultima década. O caro¢o do algodédo in natura para
a alimentacdo animal ou esmagado para a producédo de torta ou 6leo sdo de grande
importancia por possuir elevado valor energético.

De acordo com a Associacdo Brasileira de Produtores de Algoddo - ABPA
(2015), o Brasil estd entre os cinco maiores produtores mundiais de algodéo,
juntamente com como China, india, EUA e Paquistdo. Estima-se que em 2017 o
Brasil produziu 4.030.273,57 t de algoddo em caro¢o que corresponde todo o
algodao, desde o capulho, pluma e o caroco; 1.632.472,38 t de algoddo em pluma e
2.195.464,64 t de caroco de algodao sendo o estado de destaque o Mato Grosso
(MT). O comparativo de dados do setor com relagdo ao ano de 2016, mostra que
houve uma reducdo na éarea plantada, no entanto a producdo foi maior. Este
aumento de produtividade € o reflexo de cultivos mais tecnificados e plantas
melhoradas geneticamente.

A partir do ano de 1986 a producgédo brasileira comecou a cair gradativamente
devido a problemas de mercado e de natureza agronOmica decorrente da vasta
diversidade de pragas adaptadas ao clima tropical. Considerado uma das principais
pragas da cultura, o bicudo-do-algodoeiro contribuiu para a queda da producao

nacional ja que o inseto ataca e danifica os frutos da planta (GALLO et al., 2002).

2.2. Bicudo-do-Algodoeiro (Anthonomus grandis)

Da ordem Coleoptera e pertencente a familia Curculionidae, o bicudo-do-
algodoeiro (A. grandis) é uma das principais pragas do algodao, pois ataca o 6rgao
reprodutivo da planta afetando diretamente o principal produto comercial. O inseto
possui em media 7 mm de comprimento com rosto alongado correspondendo

metade do seu comprimento, de coloracdo castanho-ferruginosa quando jovem e



cinza na fase adulta (GALLO et al., 2002; PRACA et al., 2003). A infestacdo da
praga em campos de algodao se deve ao clima tropical que favorecem o periodo de
reproducdo do inseto. Na fase adulta as fémeas séo atraidas pela floracdo onde
ovipositam cerca de 150 ovos nos botdes florais do algodoeiro, provocando queda
das flores. A destruicdo de fibras e semente é ocasionada pelas larvas que se
alimentam no interior da macéa, afetando diretamente a producdo. A planta fica em
estado vegetativo, enfolhada, mas sem producéao.

O bicudo-do-algodoeiro ataca a planta a partir do 30° dia apds a emergéncia,
perdurando até o final do ciclo. O inseto completa um ciclo de vida em
aproximadamente 19 dias, fato que torna possivel o desenvolvimento de 4 a 6
geracdes da praga na cultura (Figura 1). Dessa forma, o controle desse inseto
preferencialmente é feito através do manejo integrado de pragas (MIP), pois utiliza
mais de um método para o controle da praga, podendo ser o manejo cultural com
uso de ferormdnios, controle biolégico e controle quimico. Observa-se nas fazendas
produtoras de algoddo que o uso do controle quimico se destaca entre esses
métodos mesmo apresentando baixa eficiéncia, uma vez que a molécula quimica
encontra dificuldades de entrar em contato com as larvas, ja que estas se abrigam

no interior das macgas.

Ovo
Pupa

Adulto

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento do inseto Anthomonus grandis.



Apesar de ser o método de controle mais utilizado, o uso excessivo de
quimicos na agricultura agridem imensuravelmente o meio ambiente e é prejudicial &
salde humana. Devido a isso, diversos programas de melhoramento genético
buscam cultivares resistentes, porém com resultados n&o significativos. Outra
vertente a ser estudada € a obtencéo de plantas transgénicas com genes capazes
de produzir proteinas com capacidade de controlar o inseto. Esta tecnologia gera
reducdo do uso de defensivos quimicos, atribuindo menor custo de producao ja que
os inseticidas correspondem em média 20 % do custo de producdo da lavoura
(IMEA, 2016).

2.3. Bacillus thuringiensis

Da familia Bacillaceae a bactéria B. thuringiensis € pertencente ao grupo
Bacillus cereus que contém Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis,
Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides e Bacillus weihenstephanensis como
parte desse grupo (ARANTES, 1989). Em forma de bastonete de dimensdes cerca
de 1,0 a 2,0 um de largura por 3,0 a 5,0 um de comprimento, a bactéria B.
thuringiensis se movimenta atravées de flagelos peritriquios (GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000). Sdo naturalmente encontradas no solo, insetos mortos,
plantas e em produtos armazenados, possuindo caracteristica gram-positiva,
aerObica ou facultativamente anaerdbica, esporulante, que produzem cristais
proteicos utilizados como inseticida bioldgico (COSTA et al., 2009).

No mercado de bioinseticidas a B. thuringiensis destaca-se pela atividade
toxica contra insetos de diversas ordens, como Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hemiptera, Himenoptera, Mallophaga, incluindo vetores de importancia mundial da
ordem Diptera como Culex pipiens, Aedes aegypti e Anopheles ssp (LERECLUS et
al., 1993), além de nematoides e platelmintos (FEITELSON et al., 1992).

A célula bacteriana em condigbes desfavoraveis interrompe a divisao celular
dando origem ao processo de esporulagdo como defesa de sobrevivéncia da

espécie. Este processo de esporulagdo resulta na producdo de proteinas



denominadas Cry ou d-endotoxinas na forma de cristais que séo liberados durante a
lise celular (LERECLUS et al., 1989).

O mecanismo de agdo ao controle de inseto praga realizado por B.
thuringiensis ocorre quando a larva do inseto suscetivel ingere a proteina inativa,
denominada protoxina. Ao entrar em contato com o pH intestinal capaz de solubilizar
0S cristais proteicos, as protoxinas se tornam ativas e aptas a se ligarem a
receptores localizados na parede intestinal da lagarta, afetando o equilibrio osmotico
da célula que se intumesce e rompe. Consequentemente a lagarta € levada a morte

por inanicdo ou septicemia, pois para se alimentar (BRAVO, 2017) (Figura 2).

solubilizagao do esporo e kigagao das toxinas aos
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Figura 2. Mecanismo de acédo de proteinas de B. thuringiensis em larvas suscetiveis
proposto pela WORLD HEALTH ORGANIZATION (1999).

Algumas cepas de B. thuringiensis produzem toxinas denominadas Proteinas
Inseticidas Vegetativas (Vip) que diferentemente das proteinas Cry, sdo produzidas
durante a fase de crescimento vegetativo da bactéria. Dentre as proteinas Vip a
toxina binaria Vipl e Vip2 possui acao inseticida para Coleoptera e a Vip3 para
Lepidoptera (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009).

Como alternativa para reduzir o desenvolvimento de resisténcia de insetos-
praga a piramidagdo de genes vem se destacando, pois ao utilizar diferentes
proteinas é possivel retardar o desenvolvimento de uma populacdo de insetos

resistente a tais toxinas (WATKINS et al., 2012).



2.4. Caracteristicas e modo de acado das proteinas d-endotoxinas (Cry)

A bactéria B. thuringiensis é capaz de produzir corpos parasporais (cristais)
durante a fase esporulativa. Estes cristais sdo denominados proteinas Cry ou 6-
endotoxinas e possuem atividade inseticida para alguns insetos. O cristal pode
assumir diferentes formas, como bipiramidal, cuboide, romboide, ovoide, esférico ou,
ainda, sem forma definida (HABIB; ANDRADE, 1998), fica acumulado no interior da
célula bacteriana e é liberado juntamente com o esporo (SCHNEPF et al., 1998).

As toxinas Cry apresentam um espectro de agao normalmente restrito a uma
Unica ordem de inseto, no entanto mais de 800 genes cry foram sequenciados e
classificados em 75 grupos e subgrupos (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/
Neil_Crickmore/Bt/toxins2.html). As toxinas sdo classificadas de acordo com os
niveis de identidade de aminoécidos.

Grande parte das proteinas Cry possuem massa molecular entre 130-140
kDa, porém, para se tornarem ativas s80 processadas por proteases que se
encontram no intestino do inseto e entdo, assumem massa molecular entre 55—-65
kDa.

Ao estudar a estrutura tridimencional da toxina Cry3Bb, pode-se concluir que
a proteina Cry consiste em trés dominios diferentes. O dominio | (N-terminal) é o
responsavel pela insercdo da membrana a toxina, e os dominios Il e Il (C-terminal)
sdo 0s que caracterizam a especificidade da toxina, pois reconhecem 0s receptores
no intestino do inseto suscetivel e realizam a ligacdo da mesma. A estabilidade
estrutural da proteina € assegurada pelo dominio Ill que também age em conjunto
com o dominio | para a formag&o de poros (SCHNEPF et al., 1998; SOBERON et al.,
2010).

As lagartas suscetiveis ao ingerir esporos de B. thuringiensis, submetem os
cristais proteicos ao pH intestinal que solubilizam e liberam protoxinas, estas serédo
ativas por proteases que atuam na porcdo N-terminal da proteina. Dessa forma a
protoxina passa a ser uma toxina ativa capaz de se ligar a receptores localizados
nas microvilosidades do epitélio intestinal. Acredita-se que a protease digestiva de
lepidopteros e dipteros € do tipo serino-protease, enquanto em coleOpteros sao
proteases cisteino e aspartico-proteases (MONNERAT; BRAVO, 2000).



Primeiramente a proteina se liga a um receptor do tipo caderina (CAD) que
promove uma clivagem aciona da toxina, resultando na formagao de um oligbmero
aumentando a afinidade da proteina ao segundo receptor, seja uma
aminopeptidase-N (APN) ligada a membrana por um glicosilfosfatidilinositol (GPI),
por uma proteina gliconjugada de 270 kDa (GCR) ou pela fosfatase alcalina (ALP)
ancorada por GPlI & membrana lipidica (BRAVO et al.,, 2015). Dessa forma o
oligbmero é inserido na camada lipidica, promovendo poros que causam
desequilibrio osmético na regido, intra e extracelular levando o inseto a morte.

Diferente do mecanismo de acgédo citado acima, Zhang et al. (2006)
propuseram um segundo modelo em que a toxina Cry se liga a uma CAD que
desencadeia uma via intracelular resultando na ativacdo da proteina. Esta proteina
ativa aciona a adenilato ciclase (AC) que eleva a producdo de adenosina
monofosfatociclico (AMPc). Elevados niveis de AMPc ativam a proteina quinase A
(PKA) levando a uma sequéncia de alteracdes citoldgicas, inclusive a formacédo de
bolhas na membrana e inchaco celular, levando a célula a morte.

Nos dois modelos citados, as proteinas CAD séo as primeiras receptoras que
dao inicio ao mecanismo de acdo das toxinas Cry nos insetos. Experiéncias in vitro
com Plutella gossypiella indicam que tanto a protoxina quanto a toxina ativa se ligam
a CAD (FABRICK; TABASHNIK, 2007). Portanto, estes resultados nos levam a crer
gue a ligacéo de protoxinas a receptores intestinais podem levar o inseto a morte por
uma segunda via que também ocasiona a formacdo de poros através de um
oligdbmero da protoxina (GOMEZ et al., 2014). Este modelo conhecido como “modelo
dual” propde que tanto a protoxina quanto a toxina ativa, sdo capazes de se ligar a
CAD e promover oligdbmeros diferentes que dardo origem a poros no epitélio
intestinal de larvas suscetiveis.

Dentre as proteinas Cry especifica para Coleoptera as mais estudadas sao
Cry3 e Cry8, no entanto ha relatos na literatura de proteinas Cryl, Cry3, Cry5, Cry7,
Cry8, Cry9, Cry10 Cryl14, Cry18, Cry22, Cry34, Cry35 e Cry36 com acéo inseticida a
insetos da ordem (PRACA et al., 2007; SHU et al., 2009). No controle de A. grandis
ha relatos de que as proteinas Crylla, Cry8, CrylB e Cryl0 sao eficientes no
controle de larvas deste inseto (MARTINS, 2009).
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2.5. Resisténcia de insetos-praga as proteinas de B. thuringiensis

A evolucéo da resisténcia de insetos cada vez mais se torna preocupante no
aspecto do controle de insetos-praga na agricultura, forcando o surgimento de novas
tecnologias para o controle. Este fenbmeno da evolucéo de resisténcia ndo se limita
apenas a inseticidas sintéticos, mas também aos produtos naturais como
reguladores de crescimento e agentes de controle biolégico. As pragas resistentes
selecionadas naturalmente a partir do método de controle dao origem a populacdes
resistentes, reduzindo a vida util da tecnologia aplicada (HAWTHORNE, 1998).

Até o ano de 2007, os casos de resisténcia a toxinas de B. thuringiensis se
restringia apenas a inseticidas biolégicos aplicados em pulverizacdes no campo ou
devido a selecdo de linhagens em laboratério. A partir de entdo, casos de
populacdes resistentes a plantas Bt comecaram a ser reportadas como Helicoverpa
zea e Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae) a proteina CrylAc
expressa em algoddo (TABASHNIK et al., 2008; DUHRUA; GUJAR, 2011),
S. frugiperda a proteina CrylF expressa em milho (STORER et al., 2010) e, também
foi reportado o primeiro caso de evolucdo de resisténcia de um coledptero,
Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae), a proteina Cry3Bbl expressa em
milho (GASSMANN et al., 2011).

Em média, as tecnologias de controle com proteinas Bt sdo eficientes por 10
anos até que populagdes resistentes evoluam. No entanto, a praga S. frugiperda
tornou-se resistente ao milho Bt, apenas quatro anos apos sua liberacdo comercial,
sendo este evento o mais rapido de evolucdo de resisténcia no campo com uma
cultura Bt (STORER et al., 2010).

A variabilidade genética da populacdo ou até mesmo entre outras populacdes
de uma espécie de inseto é o principal fator que determina a capacidade do inseto
desenvolver resisténcia a qualquer método de controle (FERRE; VAN RIE, 2002).

Altos niveis de variacdo intraespecifica possibilitam a existéncia de insetos
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resistentes que serdo selecionados naturalmente ao serem submetidos a
determinados métodos de controle.

Diversos fatores bioquimicos, isolados ou integrados, sao responsaveis pela
evolugcdo de resisténcia a toxinas de B. thuringiensis expressas de plantas
geneticamente modificadas. Qualquer alteracdo no modo de acdo da toxina é o
suficiente para reduzir ou até mesmo anular sua capacidade de controle a
determinada praga. Tais alteracdes podem estar relacionadas a mudanca no sitio de
ligacdo da toxina a membrana, alteracdo na atividade proteolitica no intestino do
inseto; ou até mesmo aumento na velocidade de reparacdo do tecido epitelial
danificado. Observa-se que a ocorréncia de alteracdo no sitio de ligacdo da toxina a
membrana do inseto é o fator mais ocorrente em populacdes resistentes de campo e
de laboratério (FERRE; VAN RIE, 2002; WANG et al., 2007; TABASHNIK et al.,
2011; LEMES, 2012).

Com o intuito de conter a evolugdo da resisténcia, o0 emprego de técnicas
como area de reflgio tem sido adotada em cultivos transgénicos. O reflugio permite
gue a evolucdo da resisténcia ndo avance drasticamente, pois, a area de plantio
sem plantas Bt ndo seleciona uma fracdo da populacédo da praga. O acasalamento
de insetos resistentes com insetos suscetiveis produz progénie heterozigota
suscetivel a plantas Bt. No entanto, a ado¢do de refugio muitas vezes nédo é bem
avaliada pelos produtores rurais, pois, dificulta 0 manejo de maquinas agricolas, ja
gue areas tado proximas necessitam de diferentes aplicacdes, como por exemplo o
uso de inseticida na &rea de refugio.

Outra estratégia que vem sendo utilizada recentemente é a piramidacao, ou
seja, o empilhamento de multiplos genes na mesma planta. Dessa forma, a chance
de mais de uma mutacdo simultdnea ocorrer em diferentes receptores para as
diferentes toxinas no mesmo inseto sdo menores, reduzindo a probabilidade de
ocasionar a evolucdo da resisténcia. Para que essa estratégia seja eficiente, é
necessario que as proteinas sintetizadas na planta apresentem um mecanismo de
acdo diferente ou local de ligacdo diferente, evitando o surgimento de resisténcia
cruzada que € a resisténcia a uma proteina sem mesmo o inseto ter sido exposto a

mesma e sim a outra proteina com o mesmo sitio de ligacdo. Também é necessario
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utilizar proteinas com toxicidade contra o mesmo organismo alvo (BRAVO;
SOBERON, 2008; FERRE et al., 2008; TABASHNIK; CARRIERE, 2008).

Dessa forma, acredita-se que plantas piramidadas reduzem o
desenvolvimento de populagdes resistentes a toxinas de B. thuringiensis. Por esse
motivo, cultivares piramidadas de algoddo e outras culturas ja estdo disponiveis no
mercado com o intuito de desacelerar a evolugao da resisténcia em insetos-praga e

aumentar a vida util da tecnologia.
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3. OBJETIVOS

e O objetivo deste trabalho é identificar a proximidade evolutiva da nova
proteina Cry8 com as demais proteinas da mesma classe sequenciadas até o

momento.

e Averiguar a acdo inseticida das proteinas CryllalO e Cry8, pertencentes ao
Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) e investigar
0 potencial sinérgico da combinacédo destas duas proteinas frente a larvas de A.

grandis.
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4. MATERIAL E METODOS

As analises moleculares deste trabalho foram realizadas no Laboratorio de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus
de Jaboticabal, SP. A elaboracdo do ensaio de patogenicidade com larvas do
bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), contou com
a colaboracdo do Laboratério de Biologia dos Insetos do Departamento de
Entomologia e Acarologia da ESALQ-USP, que forneceu dieta e as larvas neonatas
do inseto em estudo que foram utilizados para determinacdo da concentracao letal
das proteinas e efeito em conjunto entre elas. Os bioensaios foram realizados e
armazenados em sala climatizada no LGBBA-FCAV/UNESP.

4.1. Amplificagdo do gene cry8

Para expressar o gene cry8 de B. thuringiensis, foi necessario subclonar o
gene do DNA recombinante pGEM-T easy + cry8, previamente construido e clonado
em células de Escherichia coli DH10B por Rossi (2011), no vetor de expressao pET
SUMO “Champion pET SUMO Expression System” (Invitrogen) e introduzi-lo em
células de E. coli BL21 (DE3) One Shot (Invitrogen). Amplificou-se o fragmento de
3531 pb (numero de acesso GenBank: JN591316.1) com oligonucleotideos
especificos cry8(F) 5ATGAGTCCAAATAATCTAAA 3 e cry8(R)
S5TTACTCTACGTCTACAAT 3. A reacdao em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada em volume total de 25 uL, com: 150 ng de DNA; 1 U de enzima Platinum
Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Life Technologies do Brasil, Sao
Paulo, SP); 1 X High Fidelity PCR Buffer (Invitrogen); 1,5 mmol L™ de MgSO.; 0,5
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pmol de cada oligonucleotideo; 0,16 mmol L™* de dNTP; e agua destilada deionizada
estéril (q.s.p. 25 pL).

Inicialmente, para a desnaturacdo do DNA, a reacao foi mantida por 2 min a
94°C, seguida por 30 ciclos compostos de 1 min a 94°C; 1 min a 53°C; 2 min a 68°C;
mais um passo adicional de 5 min a 68°C e, ao final do processo, o produto foi
mantido a 4°C para a manutencdo das amostras até a retirada dos tubos do
aparelho.

Para a confirmacdo da amplificacdo, foram adicionado 3 pL de tampédo de
amostra (0,5 % de azul de bromofenol, 50 % de glicerol) ao produto da PCR,
totalizando 10 pL de amostra, a qual foi aplicada em gel de agarose a 0,8 %,
contendo brometo de etideo (0,5 pg mL™) e submetido & eletroforese em cuba
horizontal, por 1 h e 30 min, a 70 V, conduzida em tampdo TEB 1X [Tris 89 mM,
EDTA 2,5 mM e Acido Borico 89 mM (pH 8,2)]. Também foi aplicado no gel de
agarose uma amostra do marcador molecular “GeneRulerTM 1 kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada) que serviu de referéncia para a
confirmacdo do tamanho molecular obtido na reacdo de amplificacéo.
Posteriormente, os géis de agarose foram visualizados sob luz ultravioleta (UV) e
fotodocumentados em equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA), por meio do software Quantity-one.

4.2. Clonagem do gene cry8 no vetor de expressédo pET SUMO

Para a expressao do gene, utilizou-se o kit de clonagem “Champion™ pET
SUMO Expression System” (Invitrogen) pois possibilita uma clonagem de um
fragmento desejado por meio de um produto de PCR no vetor. Este vetor possibilita
gue a expressdo da proteina esteja ligada a uma cauda de seis histidinas (6Xis), 0
que facilita a identificacdo da proteina em estudo através de um anticorpo anti-His, e
a uma proteina SUMO, que incrementa a expressado da proteina recombinante e

aumenta a solubilidade de proteinas parcialmente insollveis.
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A expressdao do gene no vetor pET SUMO é iniciada pelo promotor
bacteriéfago T7 modificado para um “lac operator”. Para a expresséo do gene, é
necessaria a liberacdo da enzima T7 RNA polimerase que é sintetizada pela célula
E. coli BL21 (DE3) de maneira regulada e que, quando em quantidade suficiente,
liga-se ao promotor T7 do vetor e transcreve o gene de interesse (STUDIER et al.,
1990) (Figura 3).

Para a clonagem do gene cry8 no vetor de expressdo pET SUMO,
primeiramente amplificou-se o fragmento por meio de uma PCR. Para aumentar a
eficiéncia de ligacdo, adicionou-se 1U de Taq DNA Polymerase (recombinant)
(Thermo Scientific) ao produto de PCR que foi submetido a 72°C por 8 min para
adicionar adenina nas extremidades do fragmento, facilitando assim a ligacdo do

fragmento ao vetor, o qual possui extremidades de timina.

IT" 8 GcO RBS ATG | GxHis | SUMO & |

Champion™

pET SUMO
5.6 kb

¢°{\

N
pBRa"'

Figura 3. Mapa do vetor de clonagem e expressao pET SUMO (Invitrogen).

A insercédo do gene cry8 completo no vetor de expressdo pET SUMO foi

realizada de acordo com as recomendacdes expressas pelo fabricante. A reacao
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contendo 2 pL do produto de PCR, 1 pL do vetor pET SUMO, 1 pyL de tampéao de
ligacdo 10X, 1 yL de enzima T4 ligase e agua estéril (q.s.p) 10 yL foi incubada a
15 °C durante 16 h. Uma vez efetuada a reacdo de ligagdo, 50 pL de células de
E. coli BL21(DE3) One Shot (Invitrogen) foram transformadas com 2 pL do produto
de ligacdo através do método de choque térmico e selecionadas em meio solido LB
(2x) suplementado com canamicina (50 mg mL™). Os clones foram confirmados por

PCR com oligonicleotideos especificos tanto do gene quanto do vetor.

4.3. Inducao da expressao dos genes cryllalO e cry8 e obtencédo dos lisados

proteicos

O DNA recombinante capaz de sintetizar a proteina Cryllal0, utilizado neste
trabalho, foi construido e caracterizado por Marucci (2015) em vetor de expresséo
pET SUMO.

Para a inducdo a expressao dos genes cryllal0 e cry8, células
recombinantes foram cultivadas em meio sélido LB (2x) com canamicina (50mg mL™)
por 16 h a temperatura de 37°C. O pré-indculo foi preparado a partir da coleta de
uma colénia isolada, a qual foi incubada em 10 mL de meio LB (2x) liquido
suplementado com antibiético canamicina (50mg mL™) e mantido sob agitacdo de
200 rpm na temperatura de 37°C por 16 h.

ApoGs esse periodo, foi adicionado a 250 mL de meio liquido LB (2x),
suplementado com antibiético canamicina (50mg mL™) , 2,5 mL do pré-inéculo e
reincubado a 37°C sob agitacdo de 200 rpm até que a densidade Optica de 600 nm
estivesse entre 0,5 e 0,8. A inducdo da expressdo dos genes foi efetuada com a
adicao de isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracédo final de 0,5
mM, durante 5 h a 22°C e agitagao constante de 200 rpm.

No processo de extracdo das proteinas, os indculos foram centrifugados por
30 min a 21.952 x g e o sobrenadante deste processo descartado. Os sedimentos
(“pellet”) foram ressuspensos com 12,5 mL de Tampao pET SUMO (50 mM fosfato
de potassio, pH 7,8; 400 mM NaCl; 100 mM KCI; 10 % glicerol; 0,5 % Triton x 100;
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10 mM imidazol) sob agitagdo vigorosa no aparelho tipo “vortex”. Para o rompimento
das células, adicionou-se 375 pL de lisozima (100 mg mL™), 125 yL de DNAse |
(1 mg mL™?) e 5 L de PMSF (fenilmetanosulfonilfluoreto) a 0,1 mol L™ e, em seguida
incubadas sob agitacdo suave, a 37°C por 30 min. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a sonicacdo a 60 W por 180 s, sendo divididas em 3 etapas de
60 s com intervalos de 15 s e finalmente centrifugadas a 21.952 x g a 4°C por
30 min.

O sobrenadante da amostra de Cryllal0 foi armazenado a -20 °C, enquanto a
amostra de Cry8 sofreu o processo de solubilizagdo, no qual o “pellet” foi
ressuspenso em tampao de solubilizacdo (50 mM NaHCO; (pH 10), 100 mM NacCl,
10 mM ditiotreitol - DTT) e incubado por 3 h a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm.
Posteriormente, a amostra passou por nova centrifugacdo de 15 min a 21.952 x g na
temperatura de 4°C, recuperando-se assim a proteina solubilizada presente no
sobrenadante, o qual também foi armazenado a -20 °C.

No intuito de confirmar a expressao proteica, uma colénia de E. coli
BL21(DE3) One Shot ndo transformada passou por todas as etapas de inducéo e
extracdo proteica, juntamente aos clones contendo Cryllal0 e Cry8, para que fosse
obtida uma amostra de controle negativo. Foi coletado o lisado proteico E. coli
BL21(DE3) One Shot nos mesmos momentos das proteinas em estudo. Portanto,

cada proteina possui seu respectivo controle negativo.

4.4. Andalise da expresséo e quantificacdo das proteinas CryllalO e Cry8

A expressdo das proteinas foi confirmada através de gel de poliacrilamida
SDS-PAGE na concentracdo de 12 % conforme LaemmLi (1970), utilizando
equipamento para eletroforese vertical Mini Protean 1l (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, EUA) e 1 % de SDS, enquanto o gel de empilhamento foi preparado na
concentracdo de 5 % de poliacrilamida e 0,5 % de SDS. As amostras foram
preparadas com 20 pL de cada lisado proteico e 10 pL de tampao de carregamento
de proteina [0,187 M de Tris, pH 7,0; 2,0 % de SDS (m/v); 1,0 % de Azul de
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Bromofenol (m/v); 27 % de Glicerol (v/iv) e 5,0 % de B-mercaptoetanol (v/v)] e
aquecidas a 100°C durante 5 min e aplicadas no gel que também continha uma
amostra do marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Thermo
Scientific) para monitorar a separacao das proteinas durante a eletroforese e 0 peso
molecular das mesmas. A quantificacdo das proteinas foi feita através de uma curva
padrao, onde cinco amostras de diferentes concentragdes de Soroalbumina Bovina
(BSA), sendo elas de 0,88; 0,44; 0,22; 0,11; 0,05 mg mL™, foram adicionadas ao gel.
A eletroforese foi realizada em tampéo Tris-Glicina (50 mM de Tris, pH 8,6; 1,92 M
de Glicina e 1 % de SDS), a 30 mA e 200 V em temperatura ambiente por 90 min.

Apbs a eletroforese, os géis foram imersos em 30 mL de solugéo de coloracao
(0,1 % de Coomassie-Brilliant Blue R-250 (m/v); 50 % de Metanol e 10 % de Acido
Acético) por 5 min e posteriormente descorados sob agitacdo constante e solucéo
descorante (10 % de Metanol e 10 % de Acido Acético).

Para determinar a concentracdo das proteinas, utilizou-se o método de
densitometria, utilizado o programa ImageQuant TL 8.1 (GE Healthcare Bio-Sciences

AB, Uppsala, Suécia).

4.5. Confirmacé&o das proteinas por “Western blotting”

O “Western blotting” (TOWBIN et al., 1979) foi realizado a partir de um gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12 % contendo amostras das proteinas estudadas neste
trabalho, amostra de controle negativo e o marcador “SpectraTM Multicolor Broad
Range Protein Ladder” (Fermentas). O gel foi preparado nas condi¢bes descrita no
item anterior descritas, no entanto, ao fim da eletroforese 0 mesmo n&o foi
submetido a etapa de coloracdo. Para a deteccao das proteinas CryllalO e Cry8
contendo cauda de histidina foi utilizado o anticorpo primario anti-histidina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e o anticorpo secundario anti-lgG conjugado com
peroxidase (GE Health Care Bio-Sciences, Piscataway, EUA). A proteina marcada
foi revelada com o uso de “SIGMAFAST TM DAB With Metal Enhancer Tablet Set”
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).



20

ApGs a eletroforese, as amostras foram transferidas para uma membrana de
“‘Amersham Hybond-P PVDF” (GE Healthcare) utilizando uma cuba de transferéncia
umida “Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad) com tampéo CAPS
1X (10 mM de CAPS, pH 11,0) a 100 V a 4°C por 1 h.

Apébs a transferéncia a ligacdo inespecifica na membrana foi bloqueada com
50 mL do tampao PBS-T (1 mM de KH,PO4; 10 mM de Nay;HPO,; 137 mM de NacCl;
2,7 mM de KCI, pH 7,4 e 0,1 % de Tween-20) adicionado 2,5 g de leite em po6
desnatado e mantida sob agitacdo constante por 1 h. Apds este periodo a
membrana foi lavada rapidamente por 2 vezes em tampdo PBS-T e lavada em
excesso do mesmo tampéo por 5 min.

Em seguida a membrana foi incubada em solucdo contendo 4 uL do anticorpo
primario anti-his e 20 pL do tampé&o PBS-T, mantida sob agitacdo constante por 1 h.

A membrana, novamente foi submetida a 2 lavagens de 10 min com tampao
PBS-T e posteriormente incubada com o 4 pL do segundo anticorpo anti-IgG e 20 L
de tampao PBS-T, mantida por 1h sob agitacdo constante. Apds a incubacdo a
membrana foi novamente lavada com PBS-T.

Para revelar a proteina marcada, diluiu-se em 5 mL de agua estéril e destilada
ao substrato “SIGMAFAST TM DAB With Metal Enhancer Tablet Set” (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e o adicionamos a membrana até que a proteina fosse
revelada. Para a interrupcdo da reacdo, a membrana foi lavada com agua
deionizada. A membrana foi dessecada em temperatura ambiente e armazenada

sob o abrigo de luz.

4.6. Andlises filogenéticas da proteina Cry8

Foi feito um levantamento de sequéncias disponiveis da familia Cry8 de
acordo com a “Nomenclatura da toxina Bacillus thuringiensis” no endereco eletrénico
(http://www.btnomenclature.info/) (CRICKMORE et al., 2016) e no banco de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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As sequéncias obtidas foram editadas e gerada a matriz através do programa
BioEdit v7.5.0.2 (HALL, 1999), e alinhadas com o aplicativo MAFFT v.7 (KATOH et
al., 2017), foram adicionadas mascaras (missing data =“?”) onde as sequéncias nao
estavam disponiveis (WIENS, 2006).

Através do programa PhyML (LEFORT; LONGUEVILLE; GASCUEL, 2011) foi
selecionado o modelo evolutivo JTT + G + F (JONES; TAYLOR; THORNTON, 1992)
através do Akaike Information Criterion (AIC) (AKAIKE, 1973) e através do site
Cipres (MILLER et al., 2010) seguiu-se com uma Inferéncia Bayseana (IB) MrBAyes
3.2 (RONQUIST et al.,, 2012), também foi realizada uma analise de Maximum
Likelihood (ML) pelo aplicativo I1Q-TREE (NGUYEN et al., 2014).

Nas interferéncias Bayesianas 3 X 10’ geracées foram conduzidas, com as
probabilidades posteriores estimadas por meio do alogoritmo MCMC, utilizando-se
quatro cadeias quentes. Foram amostradas arvores a cada 100 geragdes (1 arvore
/100 geracdes), com descarte de 25 % das amostras iniciais (burnin) .

Na andlise de Maxima Verossimilhanca (ML) foram utilizadas 1000 réplicas e
gerada uma arvore de consenso estrito e calculados os valores dos bootstraps.

As arvores obtidas foram editadas através dos programas TreeGraph 2
(STOVER, 2010) e FigTree v1.3.1 (RAMBAUT, 2009).

4.7. Bioensaio com A. grandis

O bioensaio com larvas neonatas de A. grandis foi realizado em parceria com
o Laboratério de Biologia dos Insetos do Departamento de Entomologia e Acarologia
da ESALQ-USP, a dieta dos insetos e as larvas foram gentilmente fornecidas pelo
Prof. Dr. José Roberto Postali Parra.

Em todos os bioensaios foram utilizadas placas de poliestireno de 128 pocos,
onde uma unica larva neonata com 1 mL de dieta tratada foi mantida por pogo. As
diferentes concentracbes de proteinas foram incorporadas a uma dieta artificial

(Tabela 1) a uma temperatura de 40°C permitindo a incorporacdo da proteina, sem
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desnatura-la, em uma dieta liquida. A dieta, j& sdlida, foi perfurada com auxilio de
uma ponteira estéril para abrigar uma larva neonata.

Com o auxilio de uma lupa, as larvas neonatas de A. grandis foram inseridas
em um orificio (Figura 4) e mantidas em sala climatizada a 25°C (x 2°C), contendo

umidade relativa 70 % e fotoperiodo de 14:10 (luz:escuro).

Figura 4. Larvas de A. grandis para a execucdo e avaliacdo dos bioensaios. A —
Larvas neonatas de A. grandis visualizadas com auxilio de lupa para a montagem
dos bioensaios. B — Bandeja de polietiestireno de 128 pocos onde as larvas
permaneceram em ambiente controlado durante 7 dias com dieta artificial e proteina.
C — Avaliacdo de uma das parcelas testemunha apds 7 dias. D- Avaliacdo de uma
das parcelas que recebeu 8 pg mi™ da proteina Cry8.



23

Tabela 1. Ingredientes utilizados no preparo da dieta artificial utilizada nos

bioensaios e manutencao das larvas de A. grandis.

Ingrediente Quantidade
Pharmamedia 409
Gérmen de trigo 60g
Levedo de cerveja 60g
Proteina de soja 100g
Glicose 60g
Acido ascorbico 209
Acido sérbico 2,49
Sais de wesson 10g
Nipagin 29
Solugéo vitaminica 409
Agar 28¢
Agua destilada 1500 mL

4.7.1. Bioensaio para estimar a concentracdo letal de 50 % e 90 % das

proteinas CryllalO e Cry8

A estimativa das concentragdes letais de 50 % e 90 % (CLsp e Clg) foi
efetuada através de sete concentracdes (1; 2; 4; 8; 16; 32 e 40 pg mL™) do lisado
proteico de CryllalO e Cry8, além de uma aliquota controle, a qual recebeu apenas
o tampao diluente sobre a dieta artificial. As proteinas diluidas ou o tampéao diluente
foram incorporados a dieta supramencionada (Tabela 1). Cada quadrante da placa
recebeu uma concentragédo diferente, possibilitando que em cada placa todas as
concentracfes estivessem presentes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, contendo
3 repeticdes de cada concentracdo e 16 larvas neonatas por parcela. As placas

foram mantidas a 25°C (x 2°C), umidade relativa 70 % e fotoperiodo de 14:10
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(luz:escuro). A mortalidade foi avaliada apés sete dias e a estimativa de CLsp € CLgg
foi calculada por meio da analise de Probit (FINNEY, 1971), com uso do programa

de estatistica Polo Plus (LeOra Software, Berkeley, CA).

4.7.2. Interagdo entre as proteinas CryllalO e Cry8 frente a A. grandis

A interacdo entre as proteinas Crylal0 e Cry8 foi avaliada através do
bioensaio composto por sete concentracdes (1; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 pg mL™),
respeitando a proporcdo de 1:1 entre as proteinas, e o tratamento controle que
recebeu apenas tampao diluente na dieta artificial. As larvas foram mantidas nas
mesmas condi¢bes do experimento anterior.

O potencial sinérgico das mesmas foi estimado através da metodologia
descrita por Tabashnik (1992) baseada na equacéo de Finney (1971):

1
ra rb
+
Clso(a) CISO(b)

CLSO(m)=

Onde, a ClLsom) representa a estimativa de concentragédo letal média da
mistura de proteinas; ra e rb a propor¢cdo de cada proteina na mistura e Clsg(a) e
Clso(b) as concentragfes letais individuais de cada proteina, previamente calculadas
no ensaio anterior. O fator de sinergismo (FS), razdo entre o CLsy observada e a
CLso(m) estimada, demonstra que valores acima de 1 corresponde ao efeito
antagbnico da mistura e valores abaixo de 1 efeito sinérgico entre as proteinas

avaliadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Amplificac&o do gene cry8 por PCR

A subclonagem do gene cry8 para o vetor de expressdo pET SUMO foi
confirmada com amplificacdo do fragmento de aproximadamente 3,5 kb através dos
oligonucleotideos especificos do gene e do vetor (Figura 5). Ao amplificar o gene
cry8Na na estirpe Bt Q52-7, Li et al. (2014) também obtiveram uma banda Unica de
massa molecular aproximadamente 3,5 kb. Ao final do sequenciamento completo do
gene cry8, Rossi (2011) com o auxilio de oligonucleotidios similares aos que foram
utilizados neste trabalho pode observar a mesma massa molecular do produto de
PCR.

A primeira sequencia de um gene cry8, foi publicada em 1985 pelo grupo de
pesquisadores do Departamento de Microbiologia e Imunologia da Universidade de
Washinton ao sequenciar os 4.222 pares de base de um plasmidio de B.
thuringiensis. A proteina que tal gene sintetiza, possui 1.176 aminoacidos e
atualmente recebe a nomenclatura Cry8Aa.

Para a expressdo do gene, é necessario que o0 mesmo esteja inserido no
vetor de forma que o cédon inicial (ATG) esteja adjacente da regido promotora T7,
responsavel por dar inicio a transcricdo génica. Portanto, a combinacdo de
oligonucleotideos na reacdo de PCR que confirmou a clonagem do gene na posi¢cao
adequada possuia um iniciador correspondente ao gene (direta) e outro
correspondente ao vetor (reversa), e a reacdo com combinacdo oposta de
iniciadores reafirmou a clonagem correta do gene. E importante ressaltar que os
oligonucleotideos correspondentes ao vetor acompanham o Kit de clonagem
Champion™ pET SUMO Protein Expression System e sdo nomeados como SUMO

Forward Sequencing Prime e T7 Reverse Sequencing Primer.
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Figura 5. Confirmagdo de clonagem do gene cry8 com 3.531 pb no vetor de
expressdo pET SUMO. MM: Marcador molecular 1kb DNA Ladder. 1. Amplificagédo
do gene cry8 através do oligonucleotideos direta (correspondente ao vetor) e
reversa (correspondente ao gene). 2. Amplificagdo do gene cry8 através do
oligonucleotideos direta (correspondente ao gene) e reversa (correspondente ao

vetor).

5.2. Inducéo da expressao dos genes cryllalO e cry8 e obtencéo dos lisados

proteicos

Apbés a inducdo, a expressao das proteinas Cryllal0 e Cry8 foram
confirmadas através de analise do gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12 %, no qual
se puderam comparar os lisados proteicos de E. coli BL21 (DE3) recombinante e o

controle negativo.
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A proteina recombinante CryllalO foi detectada através da banda de massa
molecular de 94 kDa no lisado proteico total de E. coli BL21 (DE3), sendo 81 kDa
correspondentes a proteina e 13 kDa referentes a cauda de 6 histidinas (6XHis) e a
proteina SUMO, ambas adicionadas pelo vetor de expressdo pET SUMO na regiao
N-terminal da proteina. Tais resultados corroboram os obtidos por Marucci (2015). Ja
a proteina Cry8 foi confirmada pela banda de massa molecular aproximada de
143 kDa, sendo que 130 kDa correspondem a proteina em questdo e, novamente,
13 kDa referentes ao produto do vetor pET SUMO, corroborando dados ja descritos
na literatura que apresentam valores de massa molecular entre 128 a 137 kDa para
proteinas Cry8 (SHU et al., 2009; LI et al., 2014, BI et al., 2015). Na imagem do gel
de poliacrilamida SDS-PAGE pode-se, ainda, observar, na canaleta correspondente
ao controle negativo, a auséncia das bandas de massa molecular correspondentes

as proteinas de interesse (Figura 6).

MM

260 kDa =

140 kDa -

100 kDa —

TOKkDa -

Figura 6. Andlise da expresséo das proteinas Cryllal0 e Cry8 em lisado proteico de
E. coli em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12 %. MM. marcador “SpectraTM
Multicolor Broad Range Protein Ladder” em kDa. 1. Controle negativo da proteina
Cryllal0. 2. Expresséo da proteina Cryllal0 de 94 kDa. 3. Controle negativo da
proteina Cry8. 4. Expresséo da proteina Cry8 de 143 kDa.



28

5.3. Confirmagao das proteinas por “Western blotting”

De modo complementar, a expressdo das proteinas também pode ser
observada pelo reconhecimento da cauda de histidina anexada a cada uma delas,
utilizando-se a técnica de “Western blotting”, onde a hexa-histidina ligada a regido N-
terminal de CryllalO e Cry8 reage ao anticorpo anti-polihistidina. Desta forma, a
expressdo das proteinas foi evidenciada pela presenca de bandas com as
respectivas massas moleculares supramencionadas, nos lisados de E. coli BL21
(DE3) portadores dos respectivos genes (Figura 7). Bergamasco et al. (2011),
utilizando a mesma técnica, também observaram a reacdo do anticorpo anti-
polihistidina a proteina recombinante Crylla com mesma massa molecular. Ja no
gene Cry8, a técnica apenas foi utilizada em trabalhos em que a toxina se
apresentava ativa com massa molecular de aproximadamente 70 kDa (OLIVEIRA,
2008; WEI, et al., 2016).

MM 1 2 3 4

260 kDa —— 143 kDa
140 kDa —

94 kDa

100 kDa —s
70 kDa

Figura 7. Deteccdo das proteinas Cry8 e Crylla e seus respectivos controles
negativos, através do “Western blotting”. MM: marcador “SpectraTM Multicolor
Broad Range Protein Ladder” em kDa. 1. Controle negativo correspondente a
proteina Cry8. 2. Lisado de E. coli recombinante, observando a proteina Cry8. 3.
Controle negativo correspondente a proteina Cryllal0. 4. Lisado de E. coli
recombinante, observando a proteina Crylla.
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5.4. Analises filogenéticas da proteina Cry8

A sequéncia da proteina Cry8 utilizada neste trabalho foi compilada com
outras 57 sequéncias de proteinas da mesma classe identificadas e nomeadas de
acordo com Crikmore et al. (2016). As andlises filogenéticas, Bayesiana e Maxima
Verossimilhanca, apresentaram resultados idénticos e, portanto, a arvore
filogenética € o resultado da interferéncia Bayesiana com valores de probabilidade
posterior (PP) e também possui valores de Bootstrap da analises de Maxima
Verossimilhanca.

O alinhamento das sequéncias revelou que a proteina Cry8 testada
(identificada na arvore como Cry8 1622 59316.1) esta agrupada no clado das
demais proteinas Cry8, fortemente suportado pelos valores de PP e Bootstrap. Esta
proteina se agrupa no subclado com as proteinas Cry8Pal e Cry8Pa2, sugerindo
maior proximidade evolutiva com tais proteinas, que também se assemelham as
proteinas da subclasse Cry8B. No entanto, a sequéncia em estudo estd mais

distante filogeneticamente da proteina Cry8La (Figura 8).
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Figura 8. Filograma resultante das inferéncias Bayesianas. Os valores dos ramos
mostram a probabilidade posterior (PP) da inferéncia Bayesiana seguido do valor de
bootstraps das analises de Maxima verossimilhanga. O comprimento dos ramos é
proporcional ao numero de substituicdes inferidas (barra de escala = substituicoes
por site). As sequéncias de aminoacidos estdo descritas de acordo com sua
nomenclatura oficial seguida pelo nimero de acesso GeneBank. A sequéncia de
aminoacidos da proteina Cry8 testada neste trabalho esta destacada pela letra (A).
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Apés a comparacdo entre as sequéncias de aminoacidos através da
ferramenta BLASTp (ALTSCHUL et al.,1997) disponivel no endereco eletrénico do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) observou-se similaridade de
99% entre a proteina Cry8 utilizada neste trabalho e a proteina Cry8Pa2 indicada
pelas analises filogenéticas com maior proximidade evolutiva. Dos 1176
aminoacidos comparados, 1172 aminoacidos se alinham, caracterizando uma
elevada similaridade entre estas sequéncias (Figura 9).

A estirpe de B. thuringiensis ST8 estudada por Zhu et al. (2011), revela
elevada atividade inseticida contra os insetos Melolonthidae pesticidal e Holotrichia
oblita da ordem Coleoptera. A concentracao letal de 50 % (CLsp) do produto de
fermentacdo desta estirpe foi de 3,06 X 108 ufc g* para larvas neonatas de M.
pesticidal e 1,14 X 108 ufc g para larvas neonatas de H. oblita. A elevada atividade
inseticida desta estirpe contra tais insetos € consequéncia da sintese das proteinas
Cry8Kbl, Cry8Pal e Cry8Qal nestas células. Possivelmente, proteinas com
elevada similaridade a estas sao forte candidatas para o controle de larvas da ordem
Coleoptera, como a proteina Cry8 sintetizada neste trabalho que apresenta elevada
similaridade com a proteina Cry8Pal.

Rossi (2011) avaliou a mesma sequéncia da proteina Cry8 utilizada neste
trabalho através de analise de alinhamentos multiplos (CLUSTALW) e concluiu
maior proximidade evolutiva com as proteinas da subclasse Cry8Bal e Cry8Eal.
Desde entdo, novas sequéncias de proteinas Cry8 foram identificadas e
sequenciadas, surgindo novas subclasses. Por este motivo, as analises filogenéticas
deste trabalho sdo semelhantes, porém se diferem dos resultados anteriores devido
ao maior numero de sequéncias analisadas ja que novas sequéncias foram
depositadas a partir de 2011.

De acordo com Shu et al. (2009), ao analisar dois novos genes cry8, dentre
eles a sequéncia que codifica a proteina Cry8Eal, concluiram que a sequéncia de
aminoacidos desta proteina se assemelha em 70 % com a proteina Cry8Bal. No
presente estudo, podemos observar a forte proximidade evolutiva entre as

subclasses dessas proteinas.
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cry8-like protein, partial [Bacillus thuringiensis]
Sequence ID: ADQ73629.1 Length: 1176 Number of Matches: 1
b See 2 more title(s)
Range 1: 1 to 1176 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
2416 bits(6262) 0.0 Compositional matrix adjust. 1172/1176(99%) 1174/1176(99%) 0/1176(0%)
Query 1 MSPNNLNEYEIIDATPSTSVSNDTTRYPFANEPTNALQNMNYKDYLRMSEGYDSEYAGSP 60
MSPNN.NEYEIIDATPSTSVSNDTTRYPFANEPTNALONMNYKDYLRMSEGYDSEYAGSP
Sbijct 1 MSPNNQNEYEIIDATPSTSVSNDTTRYPFANEPTNALQNMNYKDYLRMSEGYDSEYAGSP 60
Query 61 EAFTSGQDAVKAAIGVVGQILGKLGVPEVGPIVSLYSALIDVLWPGGKSQWEIFMEQVEA 120
EAFTSGQDAVKAAIGVVGQILGKLGVPFVGPIVSLYSALIDVLWPGGKSQWEIFMEQVEA
Sbijct 61 EAFTSGQDAVKAAIGVVGQILGKLGVPEVGPIVSLYSALIDVLWPGGKSQWEIFMEQVEA 120
Query 121 LINKKIAEYARNKAIAELEGLGNNYKIYLTALEEWQKNPSSTRVLRDVONRFEILDSLET 180
LINKKIAEYARNKAIAELEGLGNNYKIYLTALEEWQKNPSSTRVLRDVONRFEILDSLET
Sbijct 121 LINKKIAEYARNKAIAELEGLGNNYKIYLTALEEWQKNPSSTRVLRDVONRFEILDSLET 180
Query 181 QYMPSFRVAGYEVPLLTVYAQAANLHLLLLKDASNFGEEWGLTGSEVNTYYDRQMSLTAE 240
QYMPSFRVAGYEVPLLTVYAQAANLHLLLLKDASNFGEEWGLTGSEVNTYYDROMSLTAE
Sbjct 181 QYMPSFRVAGYEVPLLTVYAQAANLHLLLLKDASNFGEEWGLTGSEVNTYYDROMSLTAE 240
Query 241 YSDHSVKWYNTGLDQLKGSNARQWVAYNRFRREMTLTVLDVVALEFSSYDTRTYPIETTAQ 300
YSDH.VKWYNTGLDQLKGSNA+QWVAYNRFRREMTLTVLDVVALESSYDTRTYPIETTAQ
Sbjct 241 YSDHCVKWYNTGLDQLKGSNAKQWVAYNRFRREMTLTVLDVVALFSSYDTRTYPIETTAQ 300
Query 301 LTREVYMDPLGAVDVSNIGSWYDKAPSFSAIESAAIRPPHLEFDFITGLIVYTQLRNLTSD 360
LTREVYMDPLGAVDVSNIGSWYDKAPSEFSAIESAAIRPPHLEDFITGLIVYTQLRNLTSD
Sbjct 301 LTREVYMDPLGAVDVSNIGSWYDKAPSFSAIESAAIRPPHLEFDFITGLIVYTQLRNLTSD 360
Query 361 RYIRFWAGHTIGYKKVNTPETNVOMYGTNQNLODTSTFDFKGYNIYKTLSKDAVLEDISQ 420
RYIRFWAGHTIGYKKVNTPETNVOMYGTNOQNLODTSTFDFKGYNIYKTLSKDAVLEFDISQ
Sbjct 361 RYIRFWAGHTIGYKKVNTPETNVQOMYGTNONLODTSTFDFKGYNIYKTLSKDAVLEDISQ 420
Query 421 SGYTYTFFGMPEVEFFLVNQVNNTSKLVYKPVSKDIIQKTRDSELELPPATSDPIISNAY 480
SGYTYTFFGMPEVEFFLVNQVNNTSKLVYKPVSKDIIQKTRDSELELPPATSDPIISNAY
Sbjct 421 SGYTYTFFGMPEVEFFLVNQVNNTSKLVYKPVSKDIIQKTRDSELELPPATSDPIISNAY 480
Query 481 SHRLNHITFIYSSSTNTYVPVESWAHWSADLENTIYPEKITQIPAVKANYTGPSTTVINS 540
SHRLNHITFIYSSSTNTYVPVESWAHWSADLENTIYPEKITQIPAVKANYTGPSTTVINS
Sbcct 481 SHRLNHITFIYSSSTNTYVPVESWAHWSADLENTIYPEKITQIPAVKANYTGPSTTVINS 540
Query 541 RGLYGGNIVHTSNANATEAILGINCRENFTSNQKYIVRIRYAADRSGTLKLSAGTSSRTI 600
RGLYGGNIVHTSNANATEAILGINCRENFTSNQKYIVRIRYAADRSGTLKLSAGTSSRTI
Sbjct 541 RGLYGGNIVHTSNANATEAILGINCRENEFTSNQKYIVRIRYAADRSGTLKLSAGTSSRTI 600
Query 601 DFNATMTPGTSLEYNSFKYAMSNTFFEVSTNQILNLLIFVTENFPGNLYIDKFEFIPVDE 660
DENATMTPGTSLEYNSFKYAMSNTFFEVSTNQILNLLIFV+ENFPGNLYIDKFEFIPVDE
Sbcct 601 DFENATMTPGTSLEYNSFKYAMSNTFFEVSTNQILNLLIFVSENFPGNLYIDKFEFIPVDE 660
Query 661 TYEAEQDLENAKKAVNALFTNTKDGLRPGVTDYEVNQAANLVECLSDDLYPNEKRLLEDA 720
TYEAEQDLENAKKAVNALFTNTKDGLRPGVTDYEVNQAANLVECLSDDLYPNEKRLLFDA
Sbjct 661 TYEAEQDLENAKKAVNALFTNTKDGLRPGVTDYEVNQAANLVECLSDDLYPNEKRLLFDA 720
Query 721 VREAKRLSEARNLLQDPDFQEINGENGWTASTGIEVVEGDALFKGRYLRLPGARQIDTET 780
VREAKRLSEARNLLQDPDFQEINGENGWTASTGIEVVEGDALFKGRYLRLPGARQIDTET
Sbjct 721 VREAKRLSEARNLLQODPDFQEINGENGWTASTGIEVVEGDALFKGRYLRLPGARQIDTET 780
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Query 781 YPTYLYQKIDEGVLKPYTRYRLRGFVGRSQGLEIYTIRHQTNRIVKNVPDNLLPDASPGN 840
YPTYLYQKIDEGVLKPYTRYRLRGEFVGRSQGLEIYTIRHQTNRIVKNVPDNLLPDASPGN
Sbjct 781 YPTYLYQKIDEGVLKPYTRYRLRGEFVGRSQGLEIYTIRHQTNRIVKNVPDNLLPDASPGN 840

Query 841 AGDGINRCSEQKYVNSRLEGEKGLPNGSRSAEAHEFSLPIDIGEIDYNENAGVWVGEFKIT 900
AGDGINRCSEQKYVNSRLEGEKGLPNGSRSAEAHEFSLPIDIGEIDYNENAGVWVGEFKIT
Sbjct 841 AGDGINRCSEQKYVNSRLEGEKGLPNGSRSAEAHEFSLPIDIGEIDYNENAGVWVGEFKIT 900

Query 901 DPEGYATLGNLELVEEGPLLGDTLERVKREEQQWKIQMTKRREETDRKYMIAKQAVDRLY 960
DPEGYATLGNLELVEEGPLLGDTLERVKREEQQWKIQMTKRREETDRKYMIAKQAVDRLY
Sbjct 901 DPEGYATLGNLELVEEGPLLGDTLERVKREEQQWKIQMTKRREETDRKYMIAKQAVDRLY 960

Query 961 ADYQDQQLNPNVEITDITAAQNVIQSIPYVYNDAFPGLPGMNYTKETELTDRLQQAWSLY 1020
ADYQDQQLNPNVEITDITAAQNVIQSIPYVYNDAFPGLPGMNYTKFTELTDRLOQAWSLY
Sbjct 961 ADYQDQQLNPNVEITDITAAQNVIQSIPYVYNDAFPGLPGMNYTKFTELTDRLQQAWSLY 1020

Query 1021 DQORNAIPNGDEFRNELSNWNTTAGVNVQQLNGTSVLVIPNWDAQVSQQFTVQPNQRYVLRV 1080
DORNAIPNGDFRNELSNWNTTAGVNVQQLNGTSVLVIPNWDAQVSQQOFTVQOPNQRYVLRV
Sbjct 1021 DQRNAIPNGDFRNELSNWNTTAGVNVQQLNGTSVLVIPNWDAQVSQQFTVQPNQRYVLRV 1080

Query 1081 TARKEGVGNGYVSIRDGGNQTETLTEFSASDYDTNGVYNIQASNTNGYNTNGVYNDQTGYI 1140
TARKEGVGNGYVSIRDGGNQTETLTFSASDYDTNGVYNIQASNTNGYNTNGVYNDQTGY I
Sbjct 1081 TARKEGVGNGYVSIRDGGNQTETLTFSASDYDTNGVYNIQASNTNGYNTNGVYNDQTGYI 1140

Query 1141 TKTAEFIPHTNQVWIEMSETEGTFYIESVELIVDVE 1176
TKTAEFIPHTNQVWIEMSETEGTFYIESVELIVDVE
Sbcct 1141 TKTAEFIPHTNQVWIEMSETEGTEFYIESVELIVDVE 1176

Figura 9. Andlise de similaridade entre a sequéncia de aminoacidos da proteina
Cry8 utilizada neste trabalho e a proteina Cry8Pa2 através da ferramenta BLASTp
disponivel no endereco eletrénico do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). A proteina Cry8 sintetizada neste trabalho corresponde a sequéncia
denominada Query, enquanto a sequéncia da proteina Cry8Pa2 esta representada
por Sbjct. Os aminoacidos destacados em amarelo sdo os que se diferem entre as
sequéncias avaliadas.

5.5. Concentracéo letal das proteinas Cryllal0O e Cry8 frente a larvas de A.

grandis

Na analise de mortalidade de larvas de A. grandis, observou-se que tanto a
pré-toxina CryllalO quanto a Cry8 apresentaram atividade toxica frente ao inseto. A
proteina Cryllal0 atingiu CLso igual a 7,232 pg mL™ e CLg igual a 116,72 ug mL™.
Ja a proteina Cry8 obteve CLsg igual a 4,422 pg mL™* e CLg igual a 101,50 pg mL™
(Tabela 2). Diante destes resultados foi possivel constatar que as larvas da espécie
possuem suscetibilidade estatisticamente igual em relacdo a proteina CryllalO e
Cry8, j& que os intervalos de ClLsg e ClLgy se sobrepdem. Estes resultados
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corroboram informag6es de toxicidade efetiva de tais proteinas em larvas da mesma
espécie. A concentracdo letal de 50 % proporcionada pela proteina CryllalO se
encontra dentro do intervalo de dados obtidos por Grossi-de-Sa et al. (2007) e
Bergamasco et al. (2011), que relatam ClLs, de 5 ug mL* e 5,23 pug mL?,
respectivamente, a larvas de A. grandis. Tais autores relatam que essa proteina
também apresenta acao inseticida a lagartas de Spodoptera frugiperda e, por esse
motivo, Oliveira et al. (2016) construiram uma planta de algoddo geneticamente
modificada capaz de expressar este gene, ja que é capaz de controlar as principais

pragas da cultura.

Tabela 2. Estimativa de concentracdes letais (CLso € ClLgp) das proteinas CryllalO e

Cry8 sobre larvas neonatas de A. grandis.

CLog® CLog®® )
Proteina . b+SE® X2
-------------------- (Mg ML ™)== mmmmmmm e
7,232 116,72
Crylla (3,216-17,693) (39,677- 30694) 1,56+0,364 0,599
4,422 101,500
Cry8 1,49+0,259 1,531

(2,133-8,010) (39,932-2635,283)

@) Concentracéo letal de 50 % e 90 %, com intervalo de confianca 95 %.
@) Coeficiente angular da reta + Erro Padrao.

A proteina inseticida Cry8 mostrou-se, no presente experimento, duas vezes
mais téxica do que em estudos anteriores realizados por Oliveira (2008) com
Cry8Hal frente a larvas de A. grandis o qual a CLso observada pela proteina original
Cry8Hal foi de 8,93 pg mL™. No entanto, 0 mesmo estudo revela reducéo da
concentracdo letal de 50 % da proteina Cry8Hal mutada para 2,83 pg mL™,
ressaltando que mutacdes pontuais estdo altamente relacionadas ao aumento de
toxicidade desta proteina. Trabalhos como os de Yamaguchi et al. (2008); Shu et al.
(2009); Guo et al. (2009); Li et al. (2014); Wei et al. (2016) mostram a elevada
toxicidade de proteinas Cry8 a insetos da ordem Coleoptera, especificamente da

familia Scarabaeidae como Holotrichia parallela Motschulsky (Coleoptera:
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Scarabaeidae) e Holotrichia  oblita Faldermann (Coleoptera: Scarabaeidae),
podendo-se também observar a especificidade de subclasses proteicas a
determinadas espécies.

Shu et al. (2009) relataram que larvas de H. parallela sdo suscetiveis a toxina
Cry8Ea e ndo a proteina Cry8Fa, a qual também n&o foi efetiva no controle de
Anomala corpulenta Motschulsky (Coleoptera: Rutelinae) e H. oblita, diferentemente
da proteina Cry8Gal, que demonstrou efeito inseticida tanto para H. parallela
quando para H. oblita. Li et al. (2014) observaram a toxicidade da proteina Cry8Nal
apenas em larvas de H. parallela, quando comparadas com demais espécies da
mesma familia. Estes dados demonstram a elevada especificidade de subclasses ao
inseto suscetivel e a importancia de se estudar e encontrar novos genes para
ampliar o numero de espécies controladas por diferentes proteinas de B.

thuringiensis.

5.6. Interacao entre as proteinas Cryllal0O e Cry8

A analise da combinacdo entre as duas proteinas revela que a concentracédo
letal frente a larvas de A. grandis foi inferior a CLsg e CLgo esperada, caracterizando
sinergismo na combinacdo CryllalO + Cry8. De acordo com a Equacédo de Finney
(1971) a Clsy e Clgy esperada eram 2,744 ug mL* e 54,289 pg mL?,
respectivamente. Como os valores observados de CLsp foi 2,664 ug mL™ e Clgo
13,535 ug mL™ o fator de sinergismo (FS), que relaciona a concentracéo letal
observada com a esperada, foi inferior a 1 tanto no calculo de CLsp quando de ClLgy,
comprovando que a combinacao foi mais eficiente do que se esperava (Tabela 3).

Hipoteticamente, o efeito sinérgico entre proteinas ocorre por decorréncia da
falta de afinidade pelos mesmos receptores ou pela oligomerizagdo entre as
proteinas, melhorando sua capacidade de ligacdo e consequentemente,
potencializando a atividade toxica das proteinas (LEE et al., 1996; CHAKRABARTI
et al., 1998).
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Tabela 3. Suscetibilidade de larvas de A. grandis sobre a interacdo das proteinas

Cryllal0 e Cry8 de B. thuringiensis.

Combinag&o . 0 Clso® Clgo®
. Proporc¢éo b+SE
de proteina Observada Esperada FS Observada Esperada FS
Crylla+Cry8 1:1 2,61+0.222 2,664 2,744 0,971 13,535 54,289 0,249

@) Coeficiente angular da reta + Erro Padréo.
@ Concentracéo letal de 50 % e 90 % observada e esperada, com intervalo de
confianca 95 %.

A mistura de toxinas de B. thuringiensis, normalmente é testada frente ao
inseto praga para avaliar a contribuicdo no controle dos insetos suscetiveis, seja em
pulverizacdo ou expressos em plantas Bt. Porém, nem sempre a combinacao entre
duas ou mais proteinas atingem resultados positivos e favoraveis, podendo-se
observar sinergismo ou efeito antagonico (LEMES et al., 2014). Sabendo disso, a
escolha combinatéria entre os genes que codificam a proteina é de suma
importancia para a construcdo de plantas piramidadas, uma vez que o objetivo é
aumentar a eficiéncia da tecnologia no controle de pragas e retardar o
desenvolvimento de insetos resistentes.

O sinergismo entre proteinas pode ocorrer por consequéncia dos diferentes
modos de acdo entre as proteinas ou também por possiveis interacfes entre as
mesmas. Em trabalhos anteriores podemos observar sinergismo entre proteinas de
B. thuringiensis contra o coledptero Plutella xylostella entre toxinas Cryl e Cry9. A
combinacéo entre duas proteinas Cryl (CrylAi + CrylEa) revelou efeito aditivo, ja a
combinacdo entre as subclasses (CrylAi + Cry9Aa e CrylEa + Cry9Aa) o efeito
sinérgico foi expressivo no controle de P. xylostella (CAl et al., 2013).

Em insetos da ordem Lepidoptera, Bergamasco et al. (2013) avaliaram a
interagdo entre toxinas de B. thuringiensis em S. frugiperda, Spodoptera albula,
Spodoptera cosmioides e Spodoptera eridania. A combinagdo entre as proteinas
inseticidas Cryllal0 e Vip3Aa foi sinérgica para lagartas de S. frugiperda, S. albula,
S. cosmioides enquanto que em larvas de S. eridania a combinacdo caracterizou-se

por um efeito antagoénico.
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A eficiéncia de uma combinacao de proteinas nao pode ser estimada através
da eficiéncia individual de cada toxina que compde a mistura. Nem sempre a
combinacdo de duas proteinas altamente toxica € potencializada ao atuarem em
conjunto, neste caso denomina-se antagonismo. No entanto, quando a mistura &
mais toxica que as proteinas individuais, denomina-se sinergismo.

O sinergismo normalmente esta relacionado com a formagédo de mais e
maiores poros na membrana do intestino do inseto se as proteinas possuirem
diferentes receptores, este caso foi relatado por Lee et al. (1996) que ao
demonstrarem o efeito sinérgico entre as proteinas CrylAc e CrylAa em lagartas de
Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) com a formacdo de poros maiores do
gue aqueles provocados pelas proteinas individuais. Outra explicacdo para o efeito
sinérgico é hipdtese de que proteinas Cry sdo capazes de formarem hetero-
oligdmeros que se inserem com maior eficiéncia na membrana do que homo-
oligpbmeros correspondentes (PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2015). Com a
melhor insercdo de oligbmeros na membrana epitelial, maior é a mortalidade do
inseto.

Neste trabalho, pode-se observar que o sinergismo das proteinas CryllalO e
Cry8 foi mais notavel em CLgo do que em CLso. Como as doses para controlar o
inseto no campo sao mais proximas da CLgy a combinacéo sugerida para o controle
de A. grandis é uma alternativa viavel para a composicdo de plantas geneticamente
modificadas ou até mesmo na fabricacdo de inseticida para pulverizacdo com

esporos de B. thuringiensis.
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6. CONCLUSAO

1. As andlises filogenéticas realizadas com sequéncias de proteinas Cry8
revelam que a proteina Cry8 clonada neste trabalho possui elevada
proximidade evolutiva com a proteina Cry8Pa2, sugerindo que a nova
sequéncia de aminoacidos receba a nomenclatura Cry8Pa3.

2. Larvas neonatas de Anthonomus grandis apresentam elevada suscetibilidade
as proteinas Cryllal0 e Cry8.

3. A combinacédo de proteinas CryllalO + Cry8 potencializa o controle de larvas
neonatas de A. grandis, uma vez que tais proteinas atuam em sinergismo
frente ao inseto.

4. A piramidacdo das proteinas Cyllal0 e Cry8 em plantas de algodao

geneticamente modificadas séo de interesse agronémico.
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