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POTENCIAL SINERGICO DE PROTEINAS INSETICIDAS DE Bacillus
thuringiensis E DE Pseudomonas spp. NO MANEJO DA RESISTENCIA DO
BICUDO-DO-ALGODOEIRO

RESUMO - A produtividade da cultura do algodoeiro € afetada, em grande
parte, pelo ataque de sua principal praga o Anthonomus grandis. Embora proteinas
produzidas por Bacillus thuringiensis (Bt) possam limitar a infestagdo de insetos,
algumas populacbes véem desenvolvendo resisténcia a estas proteinas. Um dos
métodos alternativos para esta finalidade tem sido a utilizacdo de certas espécies de
bactérias do género Pseudomonas que apresentam eficiéncia no controle de insetos
da ordem Coleoptera por apresentarem proteinas inseticidas altamente toxicas.
Assim, objetivou-se avaliar a toxicidade das proteinas, IPD072Aa e PIP-47Aa,
isoladas de Pseudomonas spp. em interacdo com as proteinas CryllalO, Cry3Aa e
Cry8 de B. thuringiensis, visando o controle de A. grandis na cultura do algodoeiro. Os
genes IPD072Aa, PIP-47Aa, foram sintetizados e clonados no vetor de expressao
PET-SUMO, e as proteinas Cryllal0, Cry3Aa e Cry8 foram obtidas a partir da inducéo
de clones de E. coli recombinantes, obtidos previamente por nosso grupo de pesquisa
do Laboratorio de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA). As
proteinas produzidas foram visualizadas em SDS-PAGE, quantificadas e
incorporadas a dieta artificial, para estimar, por meio de bioensaios, as Concentracées
Letais (CL) das cinco proteinas testadas individualmente e em conjunto. Os resultados
das avaliacdes de toxicidade individuais revelaram que as proteinas IPD072Aa, PIP-
47Aa, Cryllal0, Cry3Aa e Cry8 apresentaram eficiéncia no controle de Anthonomus
grandis, sendo as proteinas Cry3Aa e Cry8 a mais toxicas. Com relacdo aos ensaios
de interacdes, uma alta interacdo sinérgica foi observada na combinacdo entre
CryllalO com Cry3Aa. Todas as interacfes envolvendo as proteinas Cry3Aa e PIP-
47Aa, quando combinadas com as demais proteinas, apresentaram um claro efeito
sinérgico. Os resultados mostraram que as combinacdes das proteinas testadas, em
sua maioria, aumentam a toxicidade contra larvas neonatas de A. grandis, sugerindo
novas construgcdes para a piramidagéo de plantas do algodoeiro visando o controle do
bicudo e o manejo de possivel surgimento de resisténcia por este inseto.

Palavras-chave: Anthonomus grandis, Bactérias esporulantes e nado-esporulantes,
Controle bioldgico, Sinergismo, Toxinas inseticidas



SYNERGIC POTENTIAL OF INSECTICIDAL PROTEINS FROM Bacillus
thuringiensis AND Pseudomonas spp. IN RESISTANCE MANAGEMENT OF THE
COTTON BOLL WEEVIL

ABSTRACT - The productivity of cotton is largely affected by the attack of its
main pest, Anthonomus grandis. Although proteins produced by Bacillus thuringiensis
(Bt) can limit insect infestation, some populations have developed resistance to these
proteins. One of the alternative methods for this purpose has been the use of certain
species of bacteria of the genus Pseudomonas that are efficient in controlling insects
of the order Coleoptera because they present highly toxic insecticidal proteins. Thus,
the objective was to evaluate the toxicity of proteins, IPD072Aa and PIP-47Aa, isolated
from Pseudomonas spp. in interaction with proteins Cryllal0, Cry3Aa and Cry8 of B.
thuringiensis, aiming the control of A. grandis in the cotton crop. The IPD072Aa, PIP-
47Aa genes were synthesized and cloned into the pET-SUMO expression vector, and
the CryllalO, Cry3Aa and Cry8 proteins were obtained from the induction of
recombinant E. coli clones, previously obtained by our research group at Laboratory of
Bacterial Genetics and Applied Biotechnology (LGBBA). The proteins produced were
visualized on SDS-PAGE, quantified and incorporated into the artificial diet, to
estimate, by means bioassays, the Lethal Concentrations (LC) of the five proteins
tested individually and together. The results of individual toxicity evaluations revealed
that the proteins IPD072Aa, PIP-47Aa, Cryllal0, Cry3Aa and Cry8 were efficient in
controlling Anthonomus grandis, with the proteins Cry3Aa and Cry8 being the most
toxic. Regarding the interaction assays, a high synergistic interaction was observed in
the combination between CryllalO and Cry3Aa. All interactions involving the proteins
Cry3Aa and PIP-47Aa, when combined with the other proteins, showed a clear
synergistic effect. The results showed that the combinations of the proteins tested, for
the most part, increase the toxicity against neonate larvae of A. grandis, suggesting
new constructions for the pyramiding of cotton plants aiming at the control of the boll
weevil and the management of possible emergence of resistance by this insect.

Keywords: Anthonomus grandis, Sporulating and non-sporulating bacteria, Biological
control, Synergism, Insecticidal toxins
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1. INTRODUCAO

A cultura do algodoeiro tornou-se nos Uultimos anos uma das principais
“‘commodities” brasileiras, resgatando o pais da condicdo de importador para a de
exportador de seu principal produto utilizado na industria téxtil, a pluma. Diante do
bom desempenho das cotagcbes da pluma, tanto no mercado interno quanto no
externo, os produtores nacionais decidiram intensificar os investimentos no cultivo de
algodao. De acordo com o IBGE (2022), o Brasil na safra de 2021/2022 devera
alcancar cerca de 1,53 milhdes de hectares de area cultivada de algoddo, um
crescimento de 10,9% em relacdo aos 1,38 milhdes de hectares efetivados na safra
passada. No entanto, a produtividade da cultura € afetada pelo ataque do Anthonomus
grandis, que é atualmente a praga de maior importancia da cotonicultura brasileira.

No Brasil, é adotado o manejo integrado de pragas (MIP), porém o controle
quimico ainda € um dos métodos mais utilizados. O uso exagerado destes compostos
contribui para o aumento nos custos de producdo, podendo representar até 25%
(EMBRAPA, 2022), além de contribuir para danos ao meio ambiente. Por estes
motivos, tem-se intensificado o desenvolvimento de novas estratégias e métodos
alternativos para o controle biol6gico de pragas agricolas para que se consiga
promover a reducdo da quantidade de agrotéxicos lancados ao meio ambiente. Desta
forma, o uso de inseticidas bioldgico e plantas geneticamente modificadas (GM) estédo
avancando no mercado global e ganhando cada vez mais espaco nas lavouras.

A bactéria mais utilizada no controle de numerosos insetos-praga € a espécie
Bacillus thuringiensis (BERLINER, 1915). A principal caracteristica desta bactéria é a
producao de inclusdes cristalinas de natureza proteica durante a fase de esporulacao
denominada de proteinas Cry ou &-endotoxinas (BRAVO et al., 2017). Essas proteinas
sao altamente especificas aos insetos alvos e constituem a base de diferentes
produtos utilizados como inseticida biolégico (TABASHINIK et al., 2015). Ao ingerir
tais proteinas, o elevado pH intestinal da larva suscetivel ativa a protoxina que se liga
a receptores especificos, induzindo lesdes que destroem as células intestinais e levam
0 inseto a morte por inanicdo alimentar (BRAVO et al., 2017).

Grande parte das plantas geneticamente modificadas possuem genes de B.
thuringiensis que codificam proteinas com acgao inseticida, sendo o algodao Bt o

terceiro Organismo Geneticamente Modificado (OGM) resistente a insetos mais



cultivado no mundo (ISAAA, 2022a). 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™ | (Cry1Ac), Bollgard™ Il (Cry1Ac
+ Cry2Ab2), Bollgard™ 1l (crylAc + cry2Ab2 + vip3Aa), WideStrike™ (CrylAc +
CrylFa), TwinLink™ (CrylAb + Cry2Ae) e VIPCOT™ (crylAb + vip3Aa) (ISAAA,
2022b).

A utilizacdo em larga escala e quase que exclusivamente de B. thuringiensis,
seja na sua utilizacdo como biopesticida e principalmente pela expressao de suas
proteinas inseticidas em plantas transgénicas, fez surgir, como consequéncia,
sucessivos casos de evolucao de resisténcia (LIU et al., 2010; STORER et al., 2010;
GASSMANN et al., 2011; FARIAS et al., 2014; GASSMANN et al., 2014; JAKKA et al.,
2016). Ha ainda o agravante da ocorréncia de resisténcia cruzada (BERNARDI et al.,
2015). Todos estes relatos de surgimento de resisténcia nos colocam diante da
necessidade de identificar novas moléculas que sejam amplamente eficazes, e que
apresentem modo de acédo diferente daquelas de B. thuringiensis, no sentido de
interagirem com diferentes receptores no intestino das larvas, e que possam ser
utilizadas com seguranca contra as conhecidas e emergentes pragas agricolas
(LABREUCHE et al., 2017).

Nesse sentido, com o intuito de diversificar a utilizacdo de método de controle
a base de Bt e diminuir o surgimento da resisténcia prolongando o uso da tecnologia,
muitos outros métodos de biocontrole estdo sendo avaliados por pesquisadores.
Bactérias como Bacillus popilliae, Brevibacillus laterosporus, Alcaligenes faecalis,
Pseudomonas chlororaphis, P. mossselii e Paenibacillus lentimorbus foram relatadas
como capazes de expressar proteinas inseticidas que séo toxicas para insetos-praga
da ordem Coleoptera (ZHANG et al., 1997; YOKOYAMA et al., 2004; RUIU, 2013;
SCHELLENBERGER et al., 2016; WEI et al.,, 2018; YALPANI et al.,, 2017
BOECKMAN et al., 2019).

As bactérias do género Pseudomonas vem ganhando destague no cenario
atual de controle biologico, pois além de ja apresentarem um historico de uso seguro
na agricultura, por sua atuacdo na producdo de acido indolacético (AlA), um tipo de
hormbénio de crescimento, como biorremediadoras e na prote¢cdo contra certos

patogenos fungicos de plantas através da producdo de antibioticos do tipo fenazina



(ZAGO et al., 2000; KUPFERSCHMIED et al., 2013; EFSA, 2015; GRACAS et al.,
2015; LIU et al.,, 2022). Recentemente, certas espécies foram relatadas como
entomopatogénicas e ja estdo sendo utilizadas como fonte promissora de genes
inseticidas para a producao de plantas geneticamente modificadas expressando
proteinas inseticidas contra insetos da ordem Coleoptera, que incluem IPD072Aa de
Pseudomonas  chlororaphis e PIP-47Aa de Pseudomonas  mosselii
(SCHELLENBERGER et al., 2016; WEI et al., 2018; BOECKMAN et al., 2019).

A descoberta de novas toxinas proteicas isoladas de Pseudomonas spp., as
quais tem mostrado eficiéncia no controle biolégico de insetos, nos coloca frente a
possiveis hovos mecanismos de acdo e novas alternativas ao manejo da resisténcia
dos insetos-praga, pois amplia a possibilidade de fazer a piramidagédo de genes em
plantas geneticamente modificadas, aumentando a durabilidade da eficiéncia
inseticida das proteinas (MARUCCI et al., 2015).

Tendo em vista os prejuizos significativos causados por A. grandis na cultura
do algodoeiro, bem como o potencial inseticida das proteinas de Pseudomonas spp.
contra insetos da ordem Coleoptera, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
toxicidade das proteinas IPD072Aa e PIP-47Aa no controle do bicudo-do-algodoeiro.
Além disso, pretende-se investigar a interacdo dessas proteinas em busca de
potencial sinérgico com proteinas Cry de B. thuringiensis a fim de prover uma
favoravel combinacédo para a construcdo de plantas do algodoeiro piramidadas, o que
podera aumentar a durabilidade da eficiéncia inseticida das proteinas e também

retardar de maneira eficaz a possivel evolucao de resisténcia desta praga.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cotonicultura

O algodoeiro (Gossypium spp.) € uma das principais plantas utilizadas para a
producao de fibras naturais no mundo, constituindo uma das cadeias produtivas mais
importantes do Brasil. A cotonicultura esta classificada entre as dez principais préaticas
agricolas do Pais, sendo que a maior producao ocorre nos Estados de Mato Grosso
e Bahia, que juntos representaram na safra de 2020/2021 89% da area plantada e
90% da producédo nacional (CONAB, 2022). Atualmente, o Brasil € o quarto maior
produtor mundial, e esse ranking podera melhorar, pois segundo a estimativa da safra
2021/2022 teremos um aumento de 10,7% na producgéo de algodao, totalizando 2,61
milhdes de toneladas (CONAB, 2022).

Pelo menos trinta espécies de insetos e trés espécies de acaros sdo citadas na
literatura como pragas do algodoeiro. GONDIM et al. (2001) descrevem que, dentre
as pragas da parte aérea do algodao, destacam-se os pulgdes Aphis gossypii Glover
(Hemiptera: Aphididae) e Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae), além de
trips, como pragas da fase inicial devido aos danos diretos e como vetores da doenca
azul e de outras viroses. Durante a fase vegetativa e o inicio da fase reprodutiva,
lepidépteros desfolhadores como o curuqueré do algodao Alabama argillacea Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta do cartucho do milho Spodoptera frugiperda
Smith (Lepidoptera: Noctuidae) sédo as principais pragas. Ja durante a fase
reprodutiva, o bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis Boehman (Coleoptera:
Curculionidae), a lagarta da macd Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera:
Noctuidae) e a lagarta rosada Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera:
Gelechiidae) sao as pragas dominantes, merecendo a maior atengédo por parte dos
produtores para o seu controle. Assim, ha uma demanda por formas menos onerosas
para controle de insetos-praga, mais eficientes e que causem menores danos ao meio
ambiente.

Desde o inicio da década de 1990, a biotecnologia possibilitou a criacdo de
culturas geneticamente modificadas que apresentam altos niveis de resisténcia
especifica as principais pragas em diferentes culturas (PERLAK et al., 1993). Até o
momento, varias toxinas Bt expressas em plantas transgénicas foram selecionadas

para controlar Lepidoptera e Coleoptera, com toxicidade limitada para outras espécies



de insetos (BERNALL et al., 2002). Uma das vantagens da adocéo de culturas GM é
a reducéo significativa do uso de defensivos quimicos, o que é benéfico para a saude
humana e para o meio ambiente (SHELTON et al.,, 2002). Catanneo et al. (2006)
relatam menor aplicacdo de inseticidas de amplo espectro em campos de algodéao Bt
expressando a toxina CrylAc, e maior producao de fibras nos EUA. Men et al. (2003)
observaram menor diversidade de pragas e outros artropodes em campos de algodao
Bt (Delta & Pine NuCOTN 33B, expressando CrylAc) aliado ao uso de pesticidas em
relagdo a plantios convencionais na China. Isso devido, principalmente, a forte
pressdo de selecdo da toxina expressa na planta, aliado ao uso de agroquimicos de
amplo espectro. Assim, uma menor diversidade de pragas contribuiu para um
decréscimo em populacdes de inimigos naturais, devido a fatores como mortalidade e
migracdo. Efeitos minimos relatados usando a mesma variedade GM em biomas de
inimigos naturais em comparacdo com danos causados por inseticidas de amplo
espectro (NARANJO, 2005). De fato, a eficacia da variedade GM no controle das
principais pragas do algod&o nos Estados Unidos reduziu a necessidade de muitos
defensivos agricolas. Na China, o plantio de algoddo expressando a toxina CrylAc
para controle de Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) diminuiu a
ocorréncia desta praga em outras plantacdes, como milho e amendoim (WU et al.,
2008).

Em marco de 2005, a CTNBio aprovou o cultivo e a comercializagdo do
algodoeiro geneticamente modificado para resisténcia a insetos Bollgard ™ I, contendo
a proteina CrylAc (CTNBIO, 2022). O evento tem resisténcia a alguns dos principais
insetos-praga da ordem Lepidoptera que afetam a cultura do algodao no Brasil, como
0 curuqueré-do-algodéo (Alabama argillacea), a lagarta-rosada (Pectinophora
gossypiella) e a lagarta-da-maca (Heliothis virescens), embora ndo possua efeitos
sobre outros insetos-praga, como A. grandis. Atualmente, o Brasil ocupa o segundo
lugar do ranking mundial em area cultivada com plantas transgénicas, sendo a cultura

do algodoeiro GM a terceiro mais cultivada (ISAAA, 2022a).
2.2. Anthonomus grandis Boheman, 1843

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) € um inseto da ordem
Coleoptera, familia Curculionidae, mede normalmente de quatro a nove milimetros de

comprimento e sete milimetros de envergadura, de coloracdo castanho-ferruginosa



guando jovem e cinza quando se torna mais velho (Figura 1) (SANTOS, 2003).
Apresenta a cabeca alongada para frente, prolongando-se em um rostro que tem
metade do seu comprimento fino e recurvado (GONDIM et al., 1999; SILVIE et al.,
2001; GALLO et al., 2002). A variacao do tamanho do bicudo é influenciada por uma
série de fatores, destacando-se entre eles a quantidade de alimento ingerido durante
o estagio larval (BUSOLI et al., 1994).

Figura 1. Anthonomus grandis em seu estagio adulto na coloracdo castanho-
ferruginosa. Fonte: https://bequisa.com.br/pragas/bicudo/.

O A. grandis é considerado a maior praga da cotonicultura no continente
americano, causando queda de botdes florais e perda na qualidade das fibras. Nativo
da América Central, esse inseto foi relatado pela primeira vez nos Estados Unidos da
América no ano de 1892, infestando toda a area sudeste do pais em menos de 30
anos. Posteriormente, o bicudo-do-algodoeiro disseminou-se para a Venezuela em
1949 e a Coldombia, em 1950. O Brasil foi o ultimo pais americano a registrar a
presenca desse inseto, em fevereiro de 1983, na regido de Santa Bérbara do Oeste,
Sédo Paulo (MARENGO LOZADA et al., 1987). Em 1985, o bicudo-do-algodoeiro ja
havia se dispersado por cerca de 350 mil hectares de algodao, nos Estados de Séo
Paulo, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.

O ciclo de vida do bicudo-do-algodoeiro € relativamente curto (Figura 2). O
processo de infestacdo comecga quando os botdes florais do algodoeiro atingem cerca

de 6 mm de diametro. Os ovos sao elipticos e opacos, com cerca de 1 mm de



tamanho, e sdo ovipositados individualmente no interior de botdes florais e macas,
atingindo um total de até 300 ovos por fémea (LEONARD et al., 1999). As larvas séo
curculioniformes, eclodindo entre trés a quatro dias apds a oviposicéo, alimentando-
se por sete a 12 dias no interior de botdes florais e macas, até o estadio de pupa, as
quais possuem vestigios dos futuros membros do adulto, podendo ser visualizados
através da cuticula da pupa, estruturas como o rostro, pernas e asas (TOMQUELSKI,
MARTINS, 2008). ApGs a emergéncia, os adultos alimentam-se por trés a cinco dias,
até copularem e produzirem mais ovos, reiniciando o ciclo (AZAMBUJA; DEGRANDE,
2015).

Figura 2. Ciclo de vida do Bicudo do Algodoeiro. Os ovos sé&o individualmente
depositados no interior de botdes florais ou de macés. Apds a eclosdo, as larvas
desenvolvem-se no interior da planta, até o estadio de pupa. Os adultos podem
acasalar e ovipositar em apenas 4 dias apés a emergéncia. Fonte: Spers, 2020.
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Considerando que os adultos alimentam-se inserindo seu aparelho bucal em
partes abaixo da superficie da planta, e que todo o desenvolvimento do inseto é

endofitico, o bicudo-do-algodoeiro é considerado um dos insetos-praga de mais dificil



controle (METCALF; METCALF, 1993). Dentre as estratégias adotadas, destaca-se o
uso de inseticidas quimicos, chegando a 17 aplicacdes no ciclo da cultura, o que causa
danos ao meio ambiente e aumenta os custos de producéo. A utilizagdo de plantas de
ciclo curto e agentes de controle bioldgico, como fungos entomopatogénicos (SILVA,
2001) e parasitdides (ARAUJO; AZEVEDO, 1997) ainda € incipiente, embora
possuam potencial como alternativa ao controle quimico. Neste cenario, o uso de
plantas transgénicas que expressam genes de resisténcia a insetos apresenta
algumas vantagens, como a reducdo nas aplicacdes de agentes de controle quimico
e biolégico, bem como o aumento da resisténcia a inseticidas em todo o ciclo

produtivo.

2.3. Bacillus thuringiensis Berliner

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria de solo, anaerodbica facultativa, Gram-
positiva e flagelada. As células tém entre 1 a 1,2 um de largura e 3 a 5 um de
comprimento e sdo capazes de produzir esporos em condi¢cdes desfavoraveis a sua
multiplicacdo. Estes esporos séo resistentes ao calor, dessecacdo e substancias
desinfetantes (RABINOVITCH et al., 2000), podendo permanecer no ambiente por
longos periodos (SLEPECKY; LEADBETTER, 1983). Durante a etapa de esporulacéo,
o Bt produz inclusdes cristalinas proteicas contendo uma ou mais toxinas Cry
(BENINTENDE; MARQUEZ, 1996), que possuem atividade inseticida. Estas inclusdes
se distinguem como cristais de formas definidas em microscépio de contraste de fases
(Figura 3), e o diferenciam de outras espécies da familia Bacillaceae. Além das &-
endotoxinas, que incluem as toxinas Cry e Cyt, o B. thuringiensis pode produzir outros
fatores de entomotoxicidade, como a-exotoxinas, [-exotoxinas, hemolisinas,
enterotoxinas, quitinases, fosfolipases, parasporinas e proteinas inseticidas
vegetativas (Vip) (CRICKMORE et al., 2022), atuando ou ndo em sinergia com as
toxinas Cry.



Figura 3. Esporos e inclusdes proteicas cristalinas de B. thuringiensis. (A) microscopia
de contraste de fase, (B) microscopia eletronica de varredura. Fonte: Monnerat et al.
(2020).
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As toxinas Cry contidas nesses cristais compreendem pelo menos 50
subgrupos, com mais de 200 membros (BRAVO et al., 2005). Uma ou mais toxinas
Cry podem estar contidas em um cristal proteico, os quais possuem formas variadas,
podendo ser bipiramidais, esféricos, cubdides, romboidais, retangulares ou irregulares
(MAAGD et al., 2003). Classicamente, as cepas de Bt sdo caracterizadas conforme a
sorologia flagelar e as toxinas Cry produzidas (LECADET et al. 1999).

Formulagbes microbianas contendo &-endotoxinas de Bacillus thuringiensis
tém sido usadas como uma alternativa aos meétodos convencionais de controle
quimico por quase 60 anos (ROMEIS et al., 2006), devido ao amplo espectro de acao
que as proteinas possuem, com possibilidade de atuacdo no controle de lepidopteros,
dipteros, coledpteros, hemipteros e nematéides (VAN FRANKENHUYZEN, 2009). A
relativa popularidade da utilizacdo de B. thuringiensis como agente de biocontrole
deriva de sua capacidade de ndo ter acdo prejudicial a plantas e vertebrados, efeito
ndo poluente o0 meio ambiente e ser altamente especifico a insetos suscetiveis
(WHITELEY; SCHNEPF, 1986). No entanto, as formulacdes a base de Bt tém certas
limitagbes, como dificuldade de acesso a pragas que se alimentam no interior das
plantas, baixa persisténcia no campo e letalidade lenta em comparacdo aos
inseticidas quimicos.

Uma maneira de contornar estes problemas € usar plantas transgénicas que
expressam as toxinas Cry. Até o momento, as toxinas Bt expressas em culturas
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transgénicas (Cry3A e varios tipos de Cryl) foram selecionadas para controle de
lepidopteros e coleoOpteros, possuindo toxicidade limitada sobre outras ordens de
insetos (BERNALL et al., 2002). Desde o final da Gltima década, algodao, soja, milho,
batata, arroz e outras importantes culturas estdo sendo geneticamente modificadas
para aumentar a resisténcia contra herbivoria de insetos (BELL et al., 1999; CTNBIO,
2022).

2.3.1. Proteinas Cry

A medida que genes clonados que codificam proteinas cristalinas de Bacillus
thuringiensis foram sendo relatados, foi proposta uma nomenclatura para as proteinas
codificadas (HOFTE; WHITELEY, 1989). Nesta nomenclatura, as proteinas foram
classificadas de acordo com suas atividades inseticidas, sendo as proteinas Cryl
toxicas para insetos lepidopteros, Crylls para Lepidoptera e Diptera, Cryllls para
Coleoptera e CrylVs para apenas Diptera. Essa classificacdo mostrou-se ser bem util,
porém apresentava limitagfes significativas. Uma dessas limitagbes foi que as
proteinas que compartihavam homologia de sequéncia muitas vezes tinham
diferentes especificidades inseticidas, exigindo que fossem colocadas em diferentes
grupos de classificacédo primaria.

Para superar esses desafios, uma nomenclatura revisada foi introduzida em
1998, que classificou as proteinas apenas pela similaridade de aminoacidos
(CRICKMORE et al., 1998). Neste sistema, as proteinas foram comparadas em um
alinhamento de multiplas sequéncias e um dendrograma produzidos para ilustrar sua
relacdo. Os nomes foram derivados com base na localizacdo do né em que a proteina
se juntou ao dendrograma. Um sistema de nomenclatura de quatro niveis foi adotado
no qual as proteinas que compartilhavam pelo menos 45% de identidade de sequéncia
foram colocadas no mesmo grupo de classificacdo primaria (Cryl, Cry2 e etc.). Os
grupos primarios foram entéo divididos de modo que as proteinas que compartilhavam
menos de 78% de identidade foram alocadas em diferentes classificacdes
secundarias (CrylA, CrylB e etc.). Um terceiro nivel foi usado para proteinas dentro
da classificacdo secundéria que compartiihavam menos de 95% de identidade de
sequéncia (CrylAa, CrylAb e etc.). Finalmente, um quarto nivel foi usado para
proteinas dentro do mesmo nivel terciario que compartilhavam mais de 95% de
identidade (CrylAal, CrylAaZ2 e etc.).
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Dentro desta nomenclatura, reconheceu-se que havia uma série de proteinas
gue mostravam muito pouca similaridade de sequéncia, mas ainda assim receberam
nomes Cry (Cry6, Cryl5 e Cry22). A medida que mais desses casos foram sendo
caracterizados, foi ficando claro a existéncia de uma grande variedade de proteinas
inseticidas derivadas de bactérias e que a nomenclatura existente restringe fortemente
a apreciacao de sua diversidade. Por essa razao, foi elaborado um novo sistema de
classificacdo que melhor reflete as diferencas estruturais das proteinas, com base em
suas estruturas distintas (3-dominios, Toxin_10/Bin-like, ETX/Mtx2-like e etc.)
(CRICKMORE et al., 2021), esse sistema atual manteve o principio original do sistema
antigo de dar a cada nova sequéncia caracterizada um identificador unico.

As toxinas Cry de B. thuringiensis, séo classificadas por apresentarem estrutura
de trés dominios. O dominio | compreende sete alfa-hélices e esta relacionado a
formacdo do poro, o dominio Il esta relacionado com a ligacdo a receptores de
membrana, sendo formado por trés bete-antiparalelas ao redor de um cerne
hidrofébico, terminando em algas no apice da molécula, jA o dominio Ill corresponde
a regido C-terminal que consiste de duas folhas beta-antiparalelas, formando um
beta-sanduiche e acredita-se que este dominio esteja fortemente envolvido com a
estabilidade estrutural e a ligacdo ao receptor (Figura 4) (SCHNEPF et al., 1998;
CRICKMORE et al., 2021). O incremento no niumero de genes de Bt depositados no
banco de dados "Bacillus thuringiensis: Toxin Nomenclature" se da devido a
viabilidade de utilizacdo das toxinas para fins agronbmicos e em saude publica,
visando encontrar alternativas para o manejo da resisténcia (LI et al., 2012;
CRICKMORE et al., 2022), como resultado um grande numero de estirpes foram
isoladas e caracterizadas, produzindo mais de 140 sequéncias de toxinas Cry.

Figura 4. Representacdo esquematica das estruturas das toxinas Cry (Adaptado de
Schnepf et al., 1998).
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A maior parte das toxinas Cry possui cinco blocos de aminoacidos conservados
na sua estrutura primaria (MAAGD et al., 2001), sugerindo sua importancia na
estabilidade e fungéo da proteina (Figura 5). De forma geral, as toxinas Cry podem ter
apenas um dos dois tamanhos: entre 130 e 140 kDa, ou cerca de 70 kDa, sendo que
os blocos conservados estdo presentes na metade N-terminal das toxinas maiores,
enquanto a parte C-terminal constitui um dominio de protoxina ndo presente nas
toxinas menores (PIGGOT; ELLAR, 2007).

Na figura 5 é mostrado a estrutura priméria e tercidria das toxinas Cry, as
posicdes dos trés dominios da toxina ativada sao indicadas para Cryl e variam com
as posicoes dos blocos 2 e 3 para as demais toxinas. O restante da protoxina, consiste
de uma parte N-terminal curta (20-40 aminoacidos) precedendo o primeiro dominio e
a parte C-terminal seguindo o terceiro dominio nas protoxinas mais longas, essas
partes sdo digerida pelas proteases intestinais durante o processo de ativacao
(MAAGD et al., 2001).
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Figura 5. Estrutura primaria e terciaria das toxinas Cry. (a) Alinhamento da estrutura
primaria das toxinas Cry. As regibes coloridas correspondem as sequéncias
conservadas. Dominios I, 1l e Ill correspondem a por¢cao da toxina ativa. (b) Estrutura
tridimensional de uma toxina ativada, CrylAa. O dominio | (azul) esta envolvido na
insercdo da membrana e na formacao de poros. O dominio Il (verde) e o dominio Il
(amarelo-vermelho) estdo envolvidos no reconhecimento e ligacdo do receptor. O
bloco conservado 1 estéa na hélice central do dominio I, o bloco 2 esta na interface do
dominio I-1l, o bloco 3 esta na fronteira entre os dominios Il e Ill, o bloco 4 est& na fita
central do dominio Ill e o bloco 5 € no final do dominio Ill. Fonte: Adaptado de Maagd
et al. (2001).
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Até o0 momento, estdo descritos mais de 500 genes Cry e as suas sequéncias
estdo classificadas em 74 grupos (Cryl a Cry74) organizados em diferentes
subgrupos. As proteinas do tipo Cryl estédo divididas em quatorze classes de CrylA
até CrylN. E estas proteinas CrylA apresentam subclasses CrylAa a CrylAj. As
proteinas Cry2A possuem subclasses de Cry2Aa a Cry2Al. (CRICKMORE et al.,
2022). A alta capacidade inseticida das proteinas Cryl e Cry2 contra algumas
espécies de insetos da ordem Lepidoptera tem conduzido ao uso dos genes destas

classes em plantas transgénicas visando o controle de pragas (KNIGHT et al., 2013).
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As proteinas Cryl possuem 130 a 134 kDa e as Cry2 apresentam tamanho molecular
de 65 a 70 kDa (CRICKMORE et al., 2022). Apos a ativacdo, as proteinas tém uma
reducdo no tamanho por perda de aminoacidos, entéo, as proteinas CrylA ativadas
possuem aproximadamente 60 kDa e as Cry2 50 kDa.

2.4. Expressao heterdloga em sistema bacteriano

Uma excelente estratégia que permite o estudo mais completo e detalhado de
moléculas proteicas, cuja ocorréncia no organismo de origem € baixa, limitando sua
obtencdo em quantidades satisfatorias, € a producéo de proteinas heterdlogas através
da tecnologia do DNA recombinante. Atualmente, o uso de proteinas recombinantes
€ bastante difundido tanto em laboratérios de pesquisa quanto na industria
farmacéutica, pois esta tecnologia apresenta forte potencial para a producdo de
proteinas de interesse comercial e tecnoldgico.

O desafio de produzir proteinas em escala e qualidade necesséarias para
aplicagbes experimentais, terapéuticas e comerciais levou ao desenvolvimento de
uma ampla gama de métodos para a producdo de proteinas heterdlogas. Dentre 0s
mais diversos organismos hospedeiros estdo bactérias, leveduras, fungos
filamentosos e algas unicelulares (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

O organismo procariotico Escherichia coli continua sendo o meio mais
amplamente utilizado como um sistema de producdo de proteinas recombinantes
devido ao seu genoma ser bem caracterizado, maquinaria celular bem estabelecida e
ao intenso aperfeicoamento das inUmeras ferramentas e protocolos disponiveis para
a sua manipulacéo genética (BROWN, 2010). O sistema de expressao utilizado nesta
bactéria possui muitas caracteristicas atrativas, como o controle da expressao génica
e estratégias que facilitam a purificacdo de proteinas (TERPE, 2006). Entretanto, para
0 sucesso da expressdo da proteina, a escolha do sistema de expressdo € de
fundamental importancia e deve levar em consideracdo a estrutura da proteina, sua
funcionalidade e complexidade, e também o rendimento desejado (DEMAIN;
VAISHNAYV, 2009).

A partir da década de 1970, todos 0os componentes necessarios para a
manipulagdo do DNA recombinante ja estavam disponiveis, incluindo a amplificacao
do gene de interesse pela técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). APCR

destaca-se por apresentar de forma muito benéfica a predigédo da atividade inseticida
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de B. thuringiensis, além de estabilidade e reprodutibilidade nas informacfes
moleculares geradas (TASIOR et al., 2021). Essa técnica foi desenvolvida em 1983,
por Kary Banks Mullis, e consiste em um método replicativo de DNA in vitro para a
producdo de grandes quantidades de um fragmento de DNA especifico, a partir da
utilizacao de oligonucleotideos iniciadores (primers) direcionados para o alvo (WHITE
et al., 1989).

Essa técnica € constituida por trés etapas: Desnaturagdo, Anelamento e
Extensdo. A desnaturacdo consiste na abertura da dupla fita de DNA através do
aumento de temperatura a 94°, tornando-as fitas simples. O anelamento, ou
hibridizacdo, consiste na ligacdo do par de primers na sequéncia complementar nas
fitas desnaturadas. Essa etapa varia de acordo com o primer utilizado, sendo utilizada
uma margem de temperatura entre 50° e 60°. A extenséo, ou polimerizacdo de DNA,
€ a etapa na qual a enzima Taq DNA polimerase adiciona nucleotideos produzindo
fitas simples de DNA complementares ao molde. A extensdo ocorre a uma
temperatura de 72° e € nela que as fitas simples se tornam novamente duplas
(SANTIAGO et al., 2007). Essas etapas de amplificacdo s&o consideradas como um
ciclo, o qual se repete, normalmente, por 30 a 40 vezes. Cada ciclo gerard produtos
gue servirdo como molde para o ciclo seguinte, acarretando crescimento exponencial
na ordem de bilhdes no numero de cépias de DNA produzido.

Uma vez que o gene de interesse tenha sido isolado, uma molécula de DNA
autorreplicante, chamada de vetor, deve ser selecionada para incluir a sequéncia
extraida. Essa insercéo € realizada unindo as extremidades compativeis do vetor as
extremidades do gene de interesse pela enzima DNA-ligase. Dentre os vetores
disponiveis, o mais utilizado é o plasmideo (NELSON; COX, 2010).

Para otimizacédo da producéo de proteina heter6loga em sistema bacteriano, é
necessario a utilizacdo de um vetor de expressdo. Essa escolha deve ser feita de
acordo com as peculiaridades da proteina de interesse. Para isso, existe uma grande
guantidade de catalogos de plasmideos de expressdo resultantes de mudltiplas
combinacgdes de replicons, promotores, marcadores de selecdo, multiplos sitios de
clonagem e estratégias para remocdo e secre¢do da proteina (TERPE, 2006). O
promotor é uma das regides mais importantes para a transcricdo, pois controla a

velocidade que o gene de interesse é transcrito. Ou seja, um promotor forte aumenta
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a taxa de producdo de mRNA, e consequente a producdo da proteina recombinante.
Os principais promotores usados nos vetores de expresséao séo: lac, trp, T7 (BROWN,
2010)

Diversos vetores se encontram disponiveis no mercado para expressao de
proteinas recombinantes com ou sem fragmentos de fusdo em E. coli. Dentre esses,
temos os vetores da familia pET (plasmid for expression by T7 RNA polimerase), onde
a principal vantagem desses vetores é ser transcrito pela T7 RNA polimerase, que é
muito seletiva e ativa, possuindo a capacidade de alongar cadeias de RNA
aproximadamente 5 vezes mais rapida que a RNA polimerase de E. coli. Outra
caracteristica, € que alguns vetores da familia pET apresentam o promotor T7-Lac,
colocando a expressao da proteina sob o controle do repressor lac, reduzindo assim
0 “background” de expressdao da proteina alvo na auséncia do agente indutor
(NOVAGEN, 2006; BROWN, 2010).

Outra caracteristica fundamental dos vetores da familia pET, é a presenca de
uma sequéncia que codifica para seis residuos de Histidina, formando uma sequéncia
conhecida como cauda de Histidina. Esses seis residuos séo fusionados a sequéncia
de aminoacidos de interesse formando complexos com ions de metais de transicao,
como Cu?*, Ni?*, Zn?*, Fe?*. A formacéao desse complexo é essencial para a purificagcdo
de proteinas heterélogas em coluna contendo resina com ions metalicos bivalentes
(Ni?*), pois as proteinas com a cauda sdo imobilizadas na resina devido a sua
afinidade pelos ions (NOVAGEN, 2006).

As expressdes de proteinas recombinantes sdo necessarias em pesquisas
bioldgicas para investigar a atividade de enzimas, de ligacdo ao ligante, as interacdes
ou outras funcgdes in vitro. Em 1981, o primeiro gene Cry de B. thuringiensis foi clonado
e expresso em E. coli (SCHNEPF; WHITLEY, 1981), desde entdo, varias outras
proteinas de Bt vém sendo expressas neste sistema, Cryllal0 e Vip3Aa
(BERGAMASCO et al., 2013), Crylle e CrylAh (YANG et al., 2018), Cry1Ab, CrylAc,
CrylEa, CrylCa, Cry2Aa, Cry2Ab e Vip3Aa (FIGUEIREDO et al., 2019), entre outras.
Essas proteinas foram e estdo sendo expressas, com 0 objetivo de utiliza-las nos
ensaios de controle biolégico de diversas ordens de insetos-praga das grandes

culturas agricolas.
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2.5. Plantas geneticamente modificadas com genes de Bacillus thuringiensis
e Pseudomonas spp. para controle de insetos-praga

A ciéncia esta evoluindo rapidamente no campo da biologia molecular, abrindo
novas perspectivas para a proxima geracdo de plantas melhoradas. O uso de
ferramentas biotecnoldgicas possibilitou a construgdo de plantas transgénicas
portadoras de genes de B. thuringiensis, favorecendo o setor agricola mundial, que ja
adota essa biotecnologia em diversas regides do mundo.

Os paises que adotaram a tecnologia apresentaram incremento na
produtividade e reducéo no custo de producédo. E isso pode ser observado, pela area
global com plantas transgénicas cultiviveis, que cresce anualmente em uma
velocidade intensa. Desde a liberagdo comercial nos Estados Unidos em 1996, foram
cultivados 1,7 milhdes de hectares com plantas transgénicas, e em 2003 os indices
mostram um aumento da area, que atinge 59 milhées de hectares, somente com soja,
algodéo, milho e canola. Em 2018, esta area chegou a 191,7 milhdes de hectares,
representando um aumento de aproximadamente 113 vezes em relacdo aos 1,7
milhdo de hectares em 1996 (ISAAA, 2022a). Atualmente, o Brasil ocupa a segunda
posicdo em area cultivada com variedades transgénicas (51,3 milhdes de hectares)
com area inferior apenas a observada nos Estados Unidos (75,0 milhdes de hectares)
(ISAAA, 2022a).

A maior parte das plantas transgénicas com resisténcia a insetos disponiveis
comercialmente possuem um ou mais genes que codificam proteinas inseticidas do
microrganismo B. thuringiensis em plantas como fumo, tomate, batata, algodao, milho,
soja e outras (ISAAA, 2022a). Uma nova, rigorosa e abrangente meta-analise
abrangendo 147 estudos publicados sobre espécies agricolas transgénicas e
conduzidos ao longo dos ultimos 20 anos, usando dados primarios dos levantamentos
agricolas ou testes de campo mundiais, revelou os impactos nos rendimentos
agricolas da soja, milho e algodao geneticamente modificados, uso de defensivos
agricolas e lucros dos agricultores. A meta-andlise concluiu que em média, a adogao
da tecnologia transgénica reduziu o uso de defensivos agricolas quimicos em 37%,
aumentou os rendimentos agricolas em 22%, e aumentou os lucros agricolas em 68%
(KLUMPER; QAIM, 2014). Além destes beneficios, a produtividade torna-se elevada

em funcao do melhor controle de pragas.
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No Brasil, a primeira cultura de algodao Bt contendo o gene Crylac foi lancada
comercialmente para controle de lepidopteros-praga em 2005. Posteriormente, em
2007, a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBiIo) aprovou liberagcfes
comerciais de varios eventos de milho Bt, como MON810 e Bt11, ambos contendo o
gene crylab. Em 2010, a soja Bt com o gene Crylac foi aprovada para
comercializacdo no Brasil (CTNBIO, 2022). Atualmente, no Brasil encontram-se
disponiveis 69 eventos de plantas transgénicas que expressam genes e combinacgdes
de genes de B. thuringiensis para resisténcia a insetos-praga: 42 eventos de milho
gue contém um gene ou combinacdes de genes (CrylAb, CrylF, Cry2Ab2, , mcry3A,
Vip3Aa, Vip3Aa20, CrylA.105, Cry2Ab2, Cry3a, Cry3Bbl, Cry34Abl, Cry35Ab1,
ecry3.1Ab, CrylDa 7, CrylB.868, CrylBe e CrylCa) 15 eventos de algodao que
contém um gene ou combinacg@es de genes (CrylF, CrylAb, CrylAc, Vip3A, Vip3Aa,
Vip3Aal9, Cry2Ab2 e Cry2Ae), 6 eventos de soja que contém um gene ou
combinac¢des de genes (CrylF, CrylAc, CrylA.105, Cry2Ab e Cry14Abl) e 6 eventos
de cana-de-agucar (CrylAb e CrylAc) (CTNBIO, 2022).

Recentemente, espécies do género Pseudomonas estao sendo utilizadas para
controle de pragas agricolas. Varios trabalhos tém demonstrado o potencial de
utilizacdo de genes isolados de espécies de Pseudonomas para o desenvolvimento
de plantas transgénicas eficazes no controle de insetos da ordem Coleoptera. Pode-
se citar as proteinas IPD072A identificada em Pseudomonas chlororaphis. Depois de
constatada sua atividade inseticida, o gene que codifica a proteina foi utilizado na
transformacao genética de milho e as plantas obtidas foram resistentes a Diabrotica
virgifera virgifera (SCHELLENBERGER et al., 2016).

Ha também o trabalho de Wei et al. (2018), que descobriram a proteina PIP-
47Aa isolada de Pseudomonas mosselii, esta apresentou atividade inseticida contra
Diabrotica virgifera virgifera, Diabrotica barberi, Diabrotica undecimpunctata Howardi,
Diabrotica speciosa e Phyllotreta cruciferae. A proteina demonstrou-se também
efetiva quando expressa em plantas de milho. No Brasil, a CTNBio liberou
comercialmente trés eventos com soja transgénica contendo genes de Pseudomonas
fluorescens para tolerancia a herbicidas (hppd e hppdPf4Pa) (CTNBIO, 2022). Esses
relatos indicam o potencial de uso de proteinas extraidas de diferentes espécies de

Pseudomonas.
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2.6. Resisténcia de insetos-praga as proteinas de B. thuringiensis

A evolucdo da resisténcia aos agrotoxicos € um dos graves problemas no
controle de pragas agricolas, entretanto, os casos de resisténcia ndo se limitam a
inseticidas sintéticos, mas incluem muitos produtos naturais, tais como os reguladores
de crescimento e agentes de controle bioldgico, entre eles a toxina produzida por B.
thuringiensis. As pragas-alvo evoluem em resposta a selecdo natural imposta pelos
métodos de controle, limitando sua eficiéncia e viabilidade em longo prazo
(HAWTHORNE, 1998).

Inicialmente, os casos de evolucdo da resisténcia de insetos as proteinas de B.
thuringiensis limitavam-se a pulverizacdes de biopesticidas a base de Bt ou a selecéo
de cepas resistentes as proteinas Bt. As formulagdes contendo a toxina de B.
thuringiensis foram utilizadas ha mais de quarenta anos como inseticidas sem
nenhuma evidéncia de resisténcia em situacdes de campo. No entanto, o primeiro
relato de falhas de formulagdes de B. thuringiensis no controle de pragas ocorreu nas
Filipinas com Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) (VAN RIE;
FERRE, 2000). Desde entdo, observa-se que populacbes de varias espécies de
lepidépteros, coledpteros e dipteros, tém desenvolvido resisténcia a proteinas
isoladas B. thuringiensis e produzidas em por plantas transgénicas (NEPPL, 2001).

Um fator importante na determinacéo da capacidade de uma espécie de inseto
desenvolver resisténcia € a variacdo genética, tanto dentro da mesma populacao
quanto entre populacdes diferentes (FERRE; VAN RIE, 2002). Geralmente, os altos
niveis de variacao intraespecifica entre as populagées refletem uma maior capacidade
de desenvolver resisténcia. Este tipo de variabilidade tem sido detectado em
diferentes espécies de insetos-praga, H. virescens, Helicoverpa zea, Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera:
Pyralidae), P. xylostella, Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (ALI et al. 2006; SAEGLITZ
et al. 2006, ALI; LUTRELL, 2007).

A evolucdo da resisténcia a toxinas de B. thuringiensis expressas em plantas
transgénicas, em populacdes de insetos, € influenciada por um grande nimero de
fatores que interagem entre si e envolvem as bases bioquimicas da resisténcia,

qualquer alteragcdo no modo de acéo das toxinas de B. thuringiensis podem influenciar
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no desenvolvimento da resisténcia. Essas alterac6es podem ser: 1) alteracéo no sitio
de ligacdo da toxina a membrana; 2) modificacdo na atividade proteolitica no intestino
do inseto; 3) aumento na velocidade de reparacao do tecido epitelial danificado. A
primeira alteracdo € a que gera 0s maiores niveis de resisténcia, ela tem sido descrita
tanto em populacbes resistentes capturadas em campo como em populacdes
selecionadas artificialmente em laboratério. Além disso, esta alteragcdo tem sido
detectada em cepas resistentes a uma ou varias toxinas da familia CrylA de Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) (Hiubner) (VAN RIE et al. 1990), P. xylostella
(FERRE et al. 1991) e H. virescens (LEE et al. 1995).

Quanto ao mecanismo que implica na alteracdo da atividade proteolitica do
intestino do inseto, Oppert et al. (1997) mostraram que ha ligacdo genética entre a
resisténcia a CrylAc e a auséncia de uma protease intestinal em uma cepa de P.
interpunctella. Em H. virescens tem-se observado que as lagartas resistentes mostram
mais rapida recuperacao do tecido epitelial apds sua intoxicacdo com doses sublevais
da toxina CrylAc (MARTINEZ-RAMIREZ et al., 1999).

Embora varias estratégias tenham sido implementadas com o intuito de reduzir
a resisténcia, como por exemplo, a utilizacdo de area de refagio, outra metodologia
vem sendo utilizada, que é o uso de culturas piramidadas, ou seja, com empilhamento
de multiplos genes na mesma planta. As chances de ocorrer duas mutacdes
simultaneamente nos dois receptores para toxinas agindo independentemente seriam
muito menores. Esta Ultima estratégia exige que: 1) os genes que codificam proteinas
inseticidas apresentem um mecanismo de acao diferente ou local de ligacao diferente,
para evitar o aparecimento de resisténcia cruzada; 2) utilizar proteinas com toxicidade
contra 0 mesmo organismo alvo; 3) existir baixa frequéncia de alelos de resisténcia
na populacdo do campo e os locus de resisténcia de ambos os genes ndo estarem
ligados (BRAVO; SOBERON 2008; FERRE et al., 2008; TABASHNIK; CARRIERE,
2008).

2.7. Pseudomonas spp.

As espécies do género Pseudomonas, sao bacilos gram-negativos dispostos
aos pares, nao fermentadores, aerobios, ndo esporulantes, que se caracterizam pelo

fato de serem incapazes de utilizar carboidratos como fonte de energia através de
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fermentacdo, degradando-os pela via oxidativa. Sdo conhecidas por sua ampla
distribuicdo em diferentes ambientes, como solo, agua, superficies de plantas e
animais, sua capacidade de utilizar uma grande variedade de compostos organicos
como fonte de energia e produzir uma ampla gama de exoenzimas, toxinas e
metabdlitos secundarios (RANGEL et al., 2016). Além destas caracteristicas, foram
relatadas recentemente que essas bactérias produzem moléculas com atividade
inseticida podendo assim ser utilizadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP).

Desde 2009 foram descritas mais de 70 novas espécies, sendo que nos ultimos
3 anos houve em média a identificacdo de 10 novas espécies por ano (PEIX et al.,
2018). Dentro dessa diversidade, encontramos espécies nocivas ao homem,
Pseudomonas aeruginosa, as plantas, Pseudomonas syringae, enquanto outras sao
conhecidas por sua capacidade de tratar biologicamente poluentes, Pseudomonas
putida e seus efeitos benéficos sobre as plantas, como melhoria da satde das culturas
e producédo, Pseudomonas fluorescentes (FLURY et al., 2016).

Varios trabalhos tém mostrado o potencial da utilizacéo de bactérias do género
Pseudomonas para o controle de insetos-praga. Esses estudos levaram a descoberta
de uma variedade de moléculas que contribuiram ou foram eficazes no controle, como
as proteinas Fit de Pseudomonas fluorescens CHAO e Pseudomonas chlororaphis
PCL1391, contra Spodoptera littoralis, Heliothis virescens e Plutella xylostella
(RUFFNER et al., 2013); do cianeto de hidrogénio e diferentes tipos de lipopeptideos
ciclicos de Pseudomonas protegens CHAO, Pseudomonas chlororaphis PCL1391 e
Pseudomona sp. CMR12a avaliados em Galleria mellonella e Plutella xylostella
(FLURY et al., 2017); de lipopeptideos xantholysins A e B de Pseudomonas sp. DJ15
em Myzus persicae (LIM et al., 2017); de anélogos de rizoxina, orfamida A e quitinase
de Pseudomonas protegens Pf-5 em Drosophila melanogaster (LOPER et al., 2016).

Além da descoberta dessas moléculas, ja temos também o desenvolvimento
de plantas transgénicas com genes de Pseudomonas eficazes no controle de praga
da ordem Coleoptera. Schellenberger et al. (2016) constataram a eficiéncia de plantas
transgénicas expressando a proteina IPD072Aa de Pseudomonas chlororaphis no
controle da Diabrotica virgifera virgifera na cultura do milho. Wei et al. (2018) avaliando
a eficiéncia da proteina PIP-47Aa isolada de Pseudomonas mosselii expressa em

plantas transgénicas de milho, constataram eficacia em controlar a D. virgifera



22

virgifera, assim como das pragas secundarias Diabrotica barberi, Diabrotica
undecimpunctata, Howardi, Diabrotica speciosa e Phyllotreta cruciferae.

Boeckman et al. (2019), avaliaram a atividade inseticida da proteina IPD072Aa
em um espectro de 15 espécies de insetos, sendo 11 espécies dentro da ordem
Coleoptera, e outras quatro espécies representando a ordem de Lepidoptera. N&o
observaram efeito adverso nas espécies de lepidoptera, porém na ordem de
Coleoptera foi observado uma gama de respostas que incluem crescimento reduzido,
atraso no desenvolvimento e/ou sobrevivéncia reduzida, demonstrado a eficiéncia em
controlar insetos pragas dessa ordem em plantas que expressem a proteina.

A descricdo de novos genes eficazes controle biolégico nos coloca frente a
possiveis novos mecanismos de ac¢do e novas alternativas ao manejo da resisténcia
dos insetos-praga, pois amplia a possibilidade de produzir culturas com piramidacao
de genes, aumentando a durabilidade da eficiéncia inseticida das proteinas
(MARUCCI et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade das proteinas, IPD072Aa
e PIP-47Aa, isoladas de Pseudomonas spp., frente as proteinas Cryllal0, Cry3Aa e
Cry8 de B. thuringiensis, visando o controle e 0 manejo da resisténcia de A. grandis
na cultura do algodoeiro.

3.2. Especificos

- Sintetizar os genes de Pseudomonas spp. e clonar em vetor de expressao
pET-SUMO.

- Expressar e purificar as proteinas IPD072Aa e PIP-47Aa de Pseudomonas
spp.

- Expressar e purificar as proteinas Cryllal0, Cry3Aa e Cry8 de B.

thuringiensis.

-Verificar a toxicidade isolada de cada proteina frente as larvas neonatas de A.

grandis por meio de bioensaios.

- Avaliar o potencial sinérgico das diferentes combinacfes destas proteinas
frente as larvas de A. grandis, indicando a(s) melhor(es) combinacdo(des) que
poderia(m) compor a construcdo de uma planta de algodoeiro geneticamente

modificada para o0 manejo da resisténcia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Populacéo de inseto

A elaboracdo dos bioensaios de patogenicidade com larvas do bicudo-do-
algodoeiro, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae) contou com a
colaboracgéo do Laboratério de Biologia dos Insetos do Departamento de Entomologia
e Acarologia da ESALQ-USP, Piracicaba-SP, o qual passou a fornecer a dieta e 0s
ovos do inseto.

Esse laboratério conta com criacdes de populacdes que estao estabelecidas e
mantidas ha mais de 10 anos, sendo renovada com populag¢édo de campo a cada ano.
Esses insetos séo criados em dieta artificial conforme Tabela 1, a 25+2°C, 70+10%
de umidade relativa (U.R.) e fotoperiodo de 14:10 h (luz:escuro). Os ovos de A. grandis
sdo espalhados na dieta em placas de petri (60 x 15 mm) e ao eclodir, as larvas
desenvolvem-se até a emergéncia do adulto. Os adultos sao coletados e transferidos
para gaiolas (20 x 15 x 10 cm) destinadas a copulacao e oviposi¢cdo. Os ovos sao
coletados, esterilizados (em 250 mL de solucao de sulfato de cobre 20% + 250 mL de
cloreto de benzalcénio 0,3%) e espalhados novamente na dieta artificial conforme
Monnerat et al. (2000).

Tabela 1. Ingredientes utilizados no preparo da dieta artificial para manutencédo das
larvas de A. grandis.

Ingredientes Quantidade Proporcéao (%)
Pharmamedia 409 2,10
Gérmen de trigo 60g 3,15
Levado de cerveja 60g 3,15
Proteina de soja 100g 5,25
Glicose 60g 3,15
Sais de Wesson? 10g 0,53
Acido ascorbico 209 1,05
Acido sorbico 2,49 0,13
Nipagin 29 0,11
Solucéo vitaminicat 409 2,10
Agar 28¢ 1,47
Agua destilada 1500 mL 77,81

11 litro de solucéo vitaminica contém: 12g de acido ascorbico; 0,3g de pantotenato de
calcio; 0,15¢g de niacina; 0,08g de riboflavina; 0,049 de tiamina HCI; 0,049 de piridoxina
HCI; 0,089 de acido filoco.

2 Composicéao (vide Parra, 1999).
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4.2. Sintese dos genes IPD072Aa e PIP-47Aa no vetor de expressao pET
SUMO

Os genes de Pseudomonas spp. IPD072Aa e PIP-47Aa foram sintetizados
junto a empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil). O gene IPD072Aa
isolado de P. chlororaphis codifica uma pequena proteina de 86 aminoéacidos
designada de IPD072Aa (numero de acesso do GenBank KT795291) e o gene PIP-
47Aa isolado de P. mosselii codifica uma proteina de 295 aminoacidos chamada de
PIP-47Aa (nimero de acesso do GenBank KY982916).

ApOs essa sintese, foi realizada a clonagem em vetor de expressao pET SUMO
(Invitrogen®) (Figura 6). Este vetor possibilita a clonagem de um fragmento gerado
como produto de PCR cuja expresséo resultara na proteina unida a proteina SUMO,
gue incrementa a expressao da proteina recombinante e aumenta a solubilidade de
proteinas parcialmente insollveis, ligada a uma cauda de seis histidinas (6xHis), o
que facilita a purificacéo da proteina por meio de um anticorpo anti-His (STUDIER et
al., 1990).

Figura 6. Mapa do vetor de clonagem e expressao peET SUMO (Invitrogen®).
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4.3. Transformacédo em células competentes de Escherichia coli

Os vetores recombinantes obtidos pET SUMO::IPD072Aa e pET SUMO::PIP-
47Aa foram inseridos individualmente em células competentes de E. coli BL21(DE3)
por choque térmico, segundo descrito por Hanahan et al. (1983), com as seguintes
condi¢bes: 10 ul da ligagao foi separada e adicionada no tubo que continha a célula
competente, a qual foi incubada 30 minutos no gelo, posteriormente 90 segundos em
“‘pbanho maria” a 42°C voltando rapidamente para o gelo durante 2 minutos, em
seguida adicionado 800 pl de meio SOC (Meio LB; 2,5 Mm KCI; 10 mM MgClz; 10 mM
MgSOa4; 20 mM de glicose) e incubado a 37°C sob agitacdo de 150 rpm por 45 min,
em seguidas as amostras foram centrifugadas e ressuspensas em 200 uyl de meio
SOC, e espalhadas na placa de petri com meio de cultura Luria-Bertani (LB 2x) sélido
(20 g de triptona, 10 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, 15 g de Agar, agua
destilada qg.s.p. 1L, pH 7,2) adicionado de 50 pg mL? de canamicina, incubadas a
37°C por 12h. Uma aliquota dos clones transformantes foi assepticamente estocada
com glicerol estéril (40%) e armazenada em ultra freezer a -80°C para a manutencao

dos mesmos.

4.4. Minipreparacdo de DNA plasmidial das coldnias de E. coli recombinantes

Os clones transformados foram transferidos para tubos tipo Falcon contendo 3
mL de meio de cultura LB liquido suplementado com canamicina (50 ug mL?) e as
células foram multiplicadas a 37°C por 12h sob agitacdo constante de 6.708 xg.
Posteriormente, uma aliquota de 700 uL foi assepticamente estocada em glicerol
(100%) estéril e armazenada em ultra freezer a -80°C.

O restante da suspensdo de células de E. coli BL21 contendo pET
SUMO::IPD072Aa e pET SUMO::PIP-47Aa (2,3 mL) foi centrifugado por 5 min a
17.949 Xg e os sobrenadantes foram descartados. Foram adicionados as amostras
200 pL da solugéo | (25 mM de Tris-HCI pH 8,0, 10 mM de EDTA, 50 mM de D-glicose),
previamente resfriados, agitados em aparelho tipo vortex até a completa solubilizacéo
das células e mantidos a temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, 200 yL da
solucéo Il (0,2 N de NaOH, 1% de SDS) foram adicionados as amostras. A suspensao
foi levemente homogeneizada por meio da inversédo dos tubos e mantida no gelo por

5 min. Decorrido este periodo, 150 pL da solucéo Il (3 M de acetato de potassio, 2 M
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de acido acético, pH 5,2) foram adicionados as amostras. Os tubos foram levemente
invertidos algumas vezes para completa homogeneizacdo e mantidos por 5 min no
gelo. Posteriormente, os tubos foram submetidos a 5 min de centrifugacéo a 17.949
Xg. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de centrifuga de 1,5 mL, o DNA
foi precipitado por meio da adicdo de 400 pL de isopropanol para cada tudo com
sobrenadante. As amostras foram homogenizadas invertendo os tubos levemente e
em seguida foram mantidas em repouso por 2 minutos a temperatura ambiente. Feito
isto, as amostras foram centrifugadas a 17.949 Xg por 5 min e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado de DNA foi lavado, por duas vezes, com 1 mL de etanol
70%, secado ao ar e ressuspenso em 30 pL de solucdo contendo 27 pL de TE (Tris
HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 0,1 M pH 8,0) e 3 uL de RNAse A (10 mg mL1). O DNA foi
armazenado a -20°C até sua utilizacdo. O DNA plasmidial dos clones transformantes

foi quantificado em aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

4.5. Confirmacéo dos clones obtidos a partir das transformacgfes bacterianas

Para confirmacéo das transformacdes, as amostras foram submetidas a técnica
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) com os oligonucleotideos iniciadores
elaborados para amplificacdo dos genes IPD072Aa e PIP-47Aa. Estes
oligonucleotideos foram sintetizados de acordo com a sequéncia de cada gene de
interesse (Tabela 2). Além de reacdo de PCR com os oligonucleotideos especificos
para 0s genes, reacdes de PCR com o oligonucleotideo SUMO F (direto) (5
AGATTCTTGTACGACGGTATTAG 3’), cuja sequéncia esta presente no vetor pET
SUMO, foram realizadas junto com os oligonucleotideos antisenso (reverso)
especificos de cada gene IPD072Aa e PIP-47Aa para verificar se o sentido dos genes

clonados estava na orientacao de leitura correta em relagédo ao promotor do vetor.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes IPD072Aa e PIP-47Aa
de isolados de Pseudomonas spp.

Genes Composicao Iniciadores Pr(g(gzj)to
IPDO72Aa  COMPpleto  IPDO72Aa (d?) 5 ATG GGT ATT ACC GTT ACA 3 261
com CDS!  IPD072Aa (r°) 5’ TTA CGA GAG CGG CTC GAT 3’
PIP-47Aa Completo  PIP-47Aa (d) 5’ ATG CAC GCT CCA GGA GCA 3 888

com CDS PIP-47Aa (r) 5 TCA GCT GAC CAG GCA GAT 3

1 "CDS completo" significa a presenca de um cédon de iniciagdo "ATG" e um cédon de
paragem "TAA/ITGA/TAG".

2 (d) = direto

3 (r) = reverso

4 pb = pares de bases.

Cada PCR foi realizada em volume total de 25 uL, com: 150 ng de DNA; 1 U de
enzima Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Life Technologies do
Brasil, Sdo Paulo, SP); 1 X High Fidelity PCR Buffer (Invitrogen); 1,5 mmol L de
MgSOs4; 0,5 pmol de cada oligonucleotideo; 0,16 mmol L* de dNTP; e agua destilada
deionizada estéril (q.s.p. 25 pL). Inicialmente, para a desnaturacédo do DNA, a reacéo
foi mantida por 2 min a 94°C, seguida por 30 ciclos compostos de 1 min a 94°C
(desnaturacédo); 1 min a 53°C (anelamento); 2 min a 68°C (extensao); mais um passo
adicional de 5 min a 68°C e, ao final do processo, o produto foi mantido a 4°C para a
manutencao das amostras até a retirada dos tubos do aparelho.

Para a confirmacdo da amplificacdo, foram adicionados 3 yL de tampao de
amostra (0,5 % de azul de bromofenol, 50 % de glicerol) ao tudo contendo 7 uL do
produto da PCR, totalizando 10 uL para cada amostra, as quais foram aplicadas em
gel de agarose a 0,8 %, contendo brometo de etideo (0,5 uyg mL™?) e submetido a
eletroforese em cuba horizontal, por 1 h e 30 min, a 70 V, conduzida em tampéo TEB
1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 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, o gel de agarose foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) e
fotodocumentado em equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA), por meio do software Quantity-one.
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4.6. Fonte de proteinas de Bacillus thuringiensis

Clones de E. coli BL21(DE3) expressando uma unica proteina Cryllal0 e Cry8
de B. thuringiensis, foram clonados no vetor de expressdo pET SUMO (Invitrogen®)
(BERGAMASCO et al., 2013; BORGES, 2018). Estes clones fazem parte da colecao
mantida pelo Laboratoério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA),
junto ao Departamento de Biologia, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Campus de Jaboticabal. Os clones estdo estocados com glicerol estéril (40%) e
armazenados em ultra freezer a -80°C.

Ja o gene Cry3Aa (ECE131) foi cedido pelo Bacillus Genetic Stock Center
(BGSC) (WU; DEAN, 1996), o qual esta inserido em plasmideo pOS4601 sob TAC
promotor, induzido por IPTG, e em E. coli IM103. Para expresséo do gene Cry3Aa,
foi necessario subclonar o gene em vetor de expressdo pET SUMO “Champion pET
SUMO Expression System” (Invitrogen®) e introduzi-lo em células de E. coli BL21
(DE3). Amplificou-se o fragmento de 1935 pb (nimero de acesso GenBank: J02978.1)
com oligonucleotideos especificos (Tabela 3). Também foi feito reacdo de PCR com
o oligonucleotideo SUMO F (direto) e oligonucleotideos antisenso (reverso)
especificos do gene para confirmacdo do sentido correto da clonagem conforme
descrito no item 3.5.

As condi¢des da PCR, bem como a confirmagao da amplificagdo do gene foi
realizado conforme descrito no item 4.5 com modificacdo na temperatura de
anelamento para 55°C. A confirmacéo da amplificacéo foi realizada conforme descrito
no item 4.5.

Tabela 3. Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene Cry3Aa isolado de Bacillus
thuringiensis.

Genes Composicao Iniciadores Prodgto
(pb?)
2) 5’ ’
Cry3Aa Completo  Cry3Aa (d?) 5 ATG AAT CCG AAC AAT CGA AG 3 1935

com CDS? Cry3Aa (r’) 5 TTA ATT CAC TGG AAT AAA 3’

1 “CDS completo" significa a presenca de um cédon de iniciagdo "ATG" e um cédon de
paragem "TAA/TGA/TAG".

2 (d) = direto

3 (r) = reverso

4 pb = pares de bases.
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Para subclonagem foi utilizado O kit para clonagem “Champion™ pET SUMO
Expression System” (Invitrogen®) que possibilita uma clonagem rapida por meio da
insercdo de um produto de PCR no vetor. Este vetor permite a clonagem e a
expressdo de uma proteina de interesse, fusionada a uma cauda com seis histidinas
(6XHis), o que facilita a purificacdo da proteina por meio de colunas de purificacédo por
afinidade, carregadas com niquel, e a uma proteina SUMO, que incrementa a
expressdo da proteina recombinante e aumenta a solubilidade de proteinas
parcialmente insollveis. A estrutura terciaria da proteina SUMO € reconhecida de
forma especifica e clivada pela enzima SUMO protease, presente no kit. Quando essa
proteina esta fusionada a regido N-terminal da proteina de interesse, na presenca da
SUMO protease, ocorre a clivagem dessa particula, resultando na producdo da
proteina nativa.

A proteina SUMO ¢ originaria da Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E.C.
Hansen, 1883) (Saccharomycetales: Saccharomycetaceae), que faz parte da familia
da proteina “ubiquitina-like” responsavel por regular varios processos celulares. No
vetor pET SUMO, a expressao do gene de interesse € controlada por um promotor
bacteriéfago T7 forte que foi modificado para conter um “lac operator”. Para a
expressdo do gene, € necessaria a liberacdo da T7 RNA polimerase para as células
pela inducdo da expressao desta, cujo gene T7 RNA polimerase é fornecido pela
célula hospedeira E. coli BL21 (DE3) de maneira regulada e que, quando em
quantidade suficiente, liga-se ao promotor T7 do vetor e transcreve 0 gene de
interesse (STUDIER et al., 1990) (Figura 5).

Para realizar a subclonagem do gene Cry3Aa no vetor pET SUMO inicialmente
foi realizada reacéo de ligacao utilizando-se de 150 ng de inserto, 50 ng de vetor pET
SUMO, 1 pL de tampao de ligagdo 10X, 1 yL de enzima T4 ligase e agua estéril (q.s.p)
10 L. A reagao foi incubada a 15°C durante 16 h.

Apos este periodo, 2 yL do produto de cada reacdao de ligacdo foram
adicionados em tubos contendo 50 pL de células de E. coli BL21 (DE3), as quais foram
utilizadas para a transformacgéo por meio do método de choque térmico e selecionadas
em placas com meio LB (2x) (20 g de triptona L%; 10 g de extrato de levedura Lt e 10
g de NaCl L, adicionada de 15g de agar L), contendo canamicina (50 yg mL™)
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).
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4.7. Inducdo da expressdo dos genes de Pseudomonas spp. e Bacillus
thuringiensis

A inducdo da expressdo dos genes de Pseudomonas spp. (IPD072Aa e PIP-
47Aa) e de B. thuringiensis (Cryllal0O, Cry3Aa e Cry 8) foi realizada seguindo o
protocolo de Chakroun et al. (2012), com alteragdes na quantidade de isopropil-B-D-
1-tiogalactopiranosideo (IPTG) para uma concentracdo final de 1 mM e na
temperatura de incubacao de 22°C.

Os clones recombinantes foram cultivados em meio sélido LB (2x) com
canamicina (50 pg mL1) por 16 h a temperatura de 37°C. O pré-inéculo foi preparado
a partir da coleta de uma colbnia isolada, a qual foi incubada em 10 mL de meio LB
(2x) liquido suplementado com o antibiético canamicina (50 pg mL?) e mantido sob
agitacao de 200 rpm na temperatura de 37°C por 16 h.

ApoOs esse periodo, 2,5 mL do pré-indculo foi adicionado a 250 mL de meio
liquido LB (2x), suplementado com o antibiético canamicina (50 ug mL1) e novamente
levado a 37°C sob agitacdo de 200 rpm até que a DOsoo nm atingiu um valor entre 0,5
e 0,8. A inducéo da expressao dos genes foi efetuada com a adicéo de isopropil-B-D-
1-tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracéo final de 1 mM, durante 5 h a 22°C e
agitacao constante de 200 rpm.

No processo de extracdo das proteinas, os inéculos foram centrifugados por 30
min a 21.952 Xg e os sobrenadantes foram descartados. Os sedimentos (“pellets”)
foram ressuspensos com 12,5 mL de Tampéao pET SUMO (50 mM fosfato de potassio,
pH 7,8; 400 mM NaCl; 100 mM KCI; 10 % glicerol; 0,5 % Triton x 100; 10 mM imidazol)
sob agitacdo vigorosa no aparelho tipo vortex. Para o rompimento das células foram
adicionados 375 L de lisozima (100 mg mL™1), 125 uL de DNAse | (1 mg mLY) e 5uL
de PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonil) a 0,1 mol L e, em seguida, foram incubadas
sob agitacdo suave, a 37°C por 30 min. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a sonicacédo 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 das amostras de IPD072Aa, PIP-47Aa, Cryllal0 e Cry3Aa
foram armazenados a -20 °C enquanto a amostra contendo gene Cry8 foi submetida
ao processo de solubilizagdo, no qual o “pellet” foi ressuspenso em tampéao de
solubilizagédo (50 mM NaHCOs (pH 10), 100 mM NaCl, 10 mM ditiotreitol - DTT) e
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incubado por 3 h a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. Posteriormente, a amostra passou
por nova centrifugacao 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 colbnia de E. coli BL21(DE3)
nao transformada foi submetida a todas as etapas de inducdo e extracdo proteica,
juntamente aos clones recombinantes, sendo considerada uma amostra de controle

negativo.

4.8. Analise das proteinas por SDS-PAGE

A expressao das proteinas de cada clone foi verificada por eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). 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 Il (Bio-Rad). O gel de separacao foi
preparado na concentracdo de 12% 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 (50 mM Tris, pH 8,6, 1,92 M
glicina e 1% SDS), a 30 mA e 200V por 90 min em temperatura ambiente.

Para cada amostra de 10 pL, foram adicionados 10 pL de tampao 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 0,02% (m/v)]. A mistura foi aquecida
por cinco minutos a 100°C e aplicada em gel juntamente com o marcador molecular
“Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas). Apds o periodo de
corrida das amostras no gel, as bandas polipeptidicas foram, ao final, detectadas pela
coloracdo do gel com solucdo de Coomassie-Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v)
dissolvido em solugéo fixadora [metanol 50% (v/v) e Acido Acético 10% (v/v)],
deixados sob baixa agitacdo por até 20 min. O gel foi descorado por solugéao
descorante [metanol 10% (v/v) e acido acético 10% (v/v)] sob baixa agitagéo lenta por
1 h. O gel foi conservado em agua destilada para ser analisado e fotodocumentado.

A massa molecular das proteinas foi aferida comparando-se os perfis aquele
do marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder’ (Fermentas). A

quantificacdo das proteinas recombinantes de IPD072Aa, PIP-47Aa, Cryllalo,
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Cry3Aa e Cry8 nos lisados de E. coli foi feita pelo método de densitometria. Para isso,
foram preparados géis de poliacrilamida contendo cinco diferentes concentracdes de
soroalbumina bovina (BSA) (0,88; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg mL) e as respectivas
proteinas. Estas foram quantificadas com o auxilio do programa ImageQuant TL 8.1
(GE Healthcare Bio Sciences AB, Uppsala, Suécia), sendo o padrdo para

quantificacdo da concentracao final a soroalbumina bovina (BSA).
4.9. Purificacdo das proteinas

A coluna utilizada para a purificacdo das proteinas recombinantes foi a
“HisTrapTM HP Columns” de 1 mL (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upsala Sweden).
Estas colunas permitem a purificagéo por cromatografia de afinidade em resina de “Ni
Sepharose” que possibilita uma alta purificagdo de proteinas marcadas com histidina
como as proteinas em estudo que estado fusionadas a uma cauda com seis histidinas
(6xHis).

Antes da aplicacdo na coluna de purificacao, os lisados proteicos foram filtrados
em filtros de 0,22 um. A purificagdo das proteinas foi realizada em coluna pré-
equilibrada com tampao de equilibrio (fosfato de sédio 20 mM pH 7,4). As eluicdes
foram feitas com o tampé&o de equilibrio acrescido de imidazol nas concentracdes de
10, 25, 50, 75, e 250 mM. As fracbes foram coletadas para posterior quantificacao,

como descrito no item 4.8.
4.10. Filtracdo em Amicon Ultra 30 kDa

Um filtro Amicon® Ultra 15 mL com uma malha de 30 kDa (Millipore, Alemanha)
foi utilizado para remocéao do imidazol das proteinas obtidas apés a purificacdo. Foram
adicionados 15 mL das proteinas purificadas ao tubo concentrador e os tubos foram
centrifugados (4000 Xg; 20 min; temperatura ambiente). Apos a centrifugacao, 15 mL
de tampao fosfato de sdédio 100 mM pH 7,0 foram adicionados ao tubo e uma nova
centrifugacéo foi feita (4000 Xg; 20 min; temperatura ambiente). Para retirada da
proteina do filtro, 7,5 mL do mesmo tampé&o foram adicionados. Apos a filtragcéo,
aliquotas de 10 mL das amostras e do tampéao fosfato 100 mM pH 7,0 foram liofilizadas
durante 24 hr em um liofilizador “Savant Super Modulyo” e ressuspensas em 1 mL de

agua deionizada para posterior quantificacdo, como descrito no item 4.8.



34

4.11. Anadlise in silico de alinhamento das sequéncias das proteinas de
Pseudomonas spp.

A analise in silico das sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos das proteinas
IPD072Aa e PIP-47Aa foi realizada para identificacdo de similaridade entre as
sequéncias. O programa MAFFT v.7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (KATOH
et al., 2017) foi utilizado para o alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos
e aminoacidos dessas proteinas. A visualizacdo do alinhamento foi feita através do

Geneious Prime® 2022.1.1 (https://www. geneious.com).

4.12. Bioensaio seletivo contra A. grandis

Para os bioensaios de sele¢éo, as proteinas de Pseudomonas spp. e Bacillus
thuringiensis foram normalizadas a uma Unica concentragdo de 500 pg mL? e
incorporadas em dieta artificial para A. grandis, a qual foi preparada conforme
Monnerat et al. (2000) (Tabela 1). Cerca de 400 pL foram adicionados a cada poc¢o
de uma placa de 96 células. Uma unica larva neonata de A. grandis foi infestada em
cada poco e cada parcela foi constituida de 16 larvas neonatas do referido inseto,
sendo utilizados 3 repeticbes por proteina. Uma condicdo com agua deionizada
utilizada para suspensdo das proteinas também foi incorporada a dieta com a
finalidade de ser utilizada como controle negativo. Ao final, os ensaios foram avaliados

7 dias ap6s a implantacéo para verificagcdo da mortalidade.

4.13. Bioensaios com A. grandis para estimar as CLso € CLgo

Para se estimar as concentracdes letais de 50% e 90% (CLso e ClLgo) foram
utilizadas em todos os bioensaios placas de poliestireno de 128 pocgos ("Cell Wells,
Corning Glass Works", Corning, Nova York) (Figura 7). Uma Unica larva neonata de
A. grandis foi infestada em cada poc¢o contendo 1 mL de deita artificial (Tabela 1).
Cada parcela foi constituida de 16 larvas neonatas, sendo utilizado trés repeticdes por
concentracéo, totalizando 48 larvas/concentracdo. O aumento gradual das diferentes
concentracdes das proteinas dos lisados proteicos de Pseudomanas spp. e Bacillus
thuringiensis foi realizado de acordo com Shabbir et al. (2018), as quais foram diluidas
para 7 concentracdes, variando de 2 a 128 ug mL*. As diferentes concentracdes de
proteinas foram incorporadas na dieta artificial a uma temperatura de 40°C permitindo

a incorporacao das proteinas, sem desnatura-las, antes da solidificacdo da dieta.
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Agua deionizada foi utilizada como controle negativo para a mortalidade natural das
larvas. A dieta, ja soélida, 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
no orificio aberto na dieta ja sdlida e seladas com filme de vedacéo (Figura 7). Essas
placas foram mantidas em sala climatizada a 25°+2°C, contendo umidade relativa
70+£10% e fotoperiodo de 14:10 (luz:escuro). A mortalidade foi registrada apds sete
dias de implantacao dos bioensaios, sendo que as larvas que pesavam <0,2 mg e nao
estava além do segundo instar, foram consideradas mortas. O software Polo-Plus
(LeOra Software, Berkeley, CA, USA) foi usado para estimar os valores de CLso e CLoo
em bioensaios de concentracdo-resposta por analise Probit (FINNEY, 1971) e para
obter os valores de inclinacdo da reta e o qui-quadrado. As diferencas foram
consideradas significativa se a estimativa de CLso ndo estivesse dentro dos intervalos
de confianca.

Figura 7. Materiais usados nos bioensaios. (A) Larvas neonatas de A. grandis para a
execucao e avaliacdo dos bioensaios. (B) Bandeja de poliestireno de 128 pocos. (C)
Bandeja contendo dieta artificial incorparada com proteinas de Pseudomonas spp. e

Bacillus thuringiensis contendo filme de vedacdo onde as larvas permaneceram em
ambiente controlado durante 7 dias.
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4.14. Ensaio de interacdes entre as proteinas frente a A. grandis

Os testes para comparar os valores observados e esperados foram realizados
simultaneamente com as combinacdes entre as proteinas de Pseudomonas spp. e
Bacillus thuringiensis (Tabela 4). Um teste inicial para procurar interacdes entre as
proteinas foi realizado em uma Unica concentragdo de cada proteina. A concentracdo
de cada toxina na mistura foi selecionada de forma que fosse a de seu respectivo valor
de CLso. A mortalidade esperada na auséncia de interacdes foi estimada assumindo a
hipétese de acdo independente simples (FINNEY, 1971). Sob esta hipotese, a
proporcao (P) de larvas morrendo por exposi¢cdo a uma mistura de duas toxinas foi
calculada como:

P=1-(1-P)(1A—-PF)

onde P1 e P2 representam as proporcdes de larvas mortas para as toxinas 1 e
2, respectivamente. Esta férmula é equivalente a equacéo 11.33 de Finney (1971). Foi
usado os valores de mortalidade observados obtidos no valor te6rico de CLso com
toxinas Unicas para calcular a mortalidade esperada de misturas de toxinas. A
significancia dos desvios entre a mortalidade esperada e a observada foi determinada

pelo teste exato de Fisher.

Tabela 4. Combinac¢Bes testadas nos bioensaios com proteinas de Pseudomonas
spp. e Bacillus thuringiensis.

Isolados Combinacdes

P. chlororaphis/P. mosselii IPD0O72Aa/PIP-47Aa
B. thuringiensis/B. thuringiensis Cryllal0/Cry3Aa
B. thuringiensis/B. thuringiensis Cryllal0O/Cry8
B. thuringiensis/B. thuringiensis Cry3Aa/Cry8
P. chlororaphis/B. thuringiensis IPDO72Aa/Cryllal0
P. chlororaphis/B. thuringiensis IPDO72Aa/Cry3Aa
P. chlororaphis/B. thuringiensis IPDO72Aa/Cry8

P. mosselii/B. thuringiensis PIP-47Aa/Cryllall

P. mosselii/B. thuringiensis PIP-47Aa/Cry3Aa

P. mosselii/B. thuringiensis PIP-47Aa/Cry8
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Um segundo teste para interacbes foi realizado usando ensaios de
concentragdo-resposta em que as propor¢cdes das duas proteinas na mistura
correspondiam a razdo entre seus respectivos valores de ClLso. A mortalidade
esperada na auséncia de interagBes foi estimada assumindo a hipotese de acgéo
similar simples Finney (1971) usando a formula de Tabashnik (1992), que deriva da
equacao 11.8 de Finney (1971):

CLso(m) =

ra rb

Clso(a) + Clso(b)
onde CLso(m) € a concentracdo letal da mistura, ClLso(a) e CLso(b) sdo as
respectivas concentracdes letais dos componentes individuais, e ra e rb sdo as
proporc¢des relativas dos componentes a e b na mistura.
Depois de estimada a CLso(m) calculou-se a razdo entre a CLso esperada sobre
a CLso observada (CLso(esp)/CLso(0bs)), para desta forma, determinar qual a interacao
presente nas combinacdes de proteinas testas (Tabela 4). A razéo entre as CLso indica
guando o fator de sinergismo (FS) esta presente em uma interacao sinérgica referente
as toxinas em combinacdo. Sendo assim, um valor de FS > 1 indica a ocorréncia de
sinergismo entre as toxinas, FS < 1 indica uma interacao antagonica e FS = 1 indica
toxicidade aditiva (WU et al., 1994).



38

5. RESULTADOS

5.1. Amplificacdo dos genes IPD072Aa, PIP-47Aa e Cry3Aa por PCR

A comprovacdo da presenca dos genes de Pseudomonas spp. e B.
thuringiensis foi realizada por meio da amplificacdo do DNA de clones recombinantes
PET SUMO::IPD0O72Aa, pET SUMO::PIP-47Aa e pET SUMO::Cry3Aa, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores (Tabela 2 e 3), os quais apresentaram diferentes
tamanhos de produtos amplificados.

Na Figura 8A e 8B estdo representados os perfis dos DNAs amplificados com
os diferentes iniciadores, destacando que os clones recombinantes apresentaram um
produto de amplificagdo com o tamanho esperado. Com relacdo aos genes IPD072Aa
e PIP-47Aa os tamanhos foram de 261pb e 888pb, respectivamente. Para o gene

Cry3Aa, o tamanho para o produto amplificado foi de 1935pb.

Figura 8. Eletroferograma da amplificacéo por PCR dos genes de Pseudomonas spp.
e B. thuringiensis. (A) MM = Marcador Molecular 1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1
= |IPD072Aa (261 pb); 2 = PIP-47Aa (888 pb); 3 = Controle negativo da reacao. (B)
MM = Marcador Molecular 1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1 = Cry3Aa (1935 pb); 2
= Controle negativo da reacéo.
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5.2. Confirmacao das clonagens dos genes IPD072Aa, PIP-47Aa e Cry3Aa por
PCR

Para verificacdo se o sentido dos genes clonados estava na orientacdo de
leitura correta em relacéo ao promotor de expressao do vetor pET SUMO, também foi
realizado reacdo de PCR com o oligonucleotideo SUMO F (direto) com o0s
oligonucleotideos antisenso (reverso) de cada gene. Os produtos de PCR obtidos por
essa amplificacdo apresentaram um aumento de tamanho com cerca de 100 pb,
referente a proteina SUMO que esta fusionada a extremidade N-terminal do gene de
interesse (Figrua 9A e 9B). Somente 0s vetores com 0S genes que apresentaram
produtos de amplificacdo com os tamanhos esperados quando utilizado o
oligonucleotideo SUMO F com os oligonucleotideos antisenso de cada gene foram

selecionados para posterior expressao das proteinas.

Figura 9. Eletroferograma para a confirmacao da clonagem dos genes dos genes de
Pseudomonas spp. e B. thuringiensis na orientagéo correta em relagdo ao promotor
de expresséao do vetor pET SUMO, Amplificagdo com os oligonucleotideos antisenso
especificos de cada gene e o oligonucleotideo SUMO F. (A) MM = Marcador Molecular
1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1 = IPD072Aa; 2 = PIP-47Aa; 3 = Controle negativo
da reacdo. (B) MM = Marcador Molecular 1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1 a 10 =
clones com o gene Cry3Aa; 11 = Controle negativo da reacgao.
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5.3. Expresséao das proteinas

As proteinas recombinantes purificadas de Pseudomonas spp. IDP072Aa e
PIP-47Aa foram detectadas através das bandas de massa molecular de 24 kDa e 46
kDa, respectivamente. Ja as proteinas de Bacillus thuringiensis Cryllal0, Cry3Aa e
Cry8 foram confirmadas pelas bandas de massa molecular aproximada de 94 kDa, 88
kDa e 143 kDa, respectivamente (Figura 10). Para cada proteina foi adicionado o peso
de 13 kDa referente a cauda de 6 histidinas (6xHis) e a proteina SUMO, ambas

adicionadas pelo vetor de expressdo pET SUMO na regido N-terminal da proteina.

Figura 10. Deteccdo das proteinas purificadas de Pseudomonas spp. e Bacillus
thuringiensis em gel de SDS-PAGE 12%. MM = Marcador molecular “Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder”; 1 = IPD072Aa; 2 = PIP-47Aa; 3 = Cryllalo;
4 = Cry3Aa; 5 = Cry8.
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5.4. Concentracdo das proteinas em filtro Amicon

As fracdes das proteinas purificadas foram filtradas em Amicon Ultra 30 kDa
(Millipore) para retirada do imidazol nas amostras. Apos filtracdo, amostras mais
limpas e em maior concentracdo foram obtidas (Figura 11). Devido a alta
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concentracdo das proteinas IPD0O72Aa e PIP-47Aa mostradas na Figura 9, foi

necessario dilui-las para posterior quantificacéo.

Figura 11. Perfil proteico das proteinas purificadas e concentradas apos filtragem em
Amicon Ultra 30kDa (Millipore). MM = Marcador Molecular “Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder”; 1 = Cry3Aa; 2 = Cry8; 3 = Cryllal0; 4 = IPD072Aa; 5 = PIP-
47Aa.
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5.5. Quantificacao das proteinas

A quantificacdo das proteinas foi realizada através do programa ImageQuant
TL 8.1 (GE Healthcare Bio Sciences AB, Uppsala, Suécia). O padrdo para a
quantificacdo da concentracdo final das proteinas de Pseudomonas spp. e Bacillus
thuringiensis foi a proteina soroalbumina bovina (BSA) diluidas em cinco deferentes
concentracdes de 0,88; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg mL* (Figura 12 e 13).

Para as proteinas de Pseudomonas spp. IPD072Aa e PIP-47Aa foram obtidas
as seguintes concentracdes: 1,95 mg mL? e 2,25 mg mL%, respectivamente (Figura
12). Ja para as proteinas de Bacillus thuringiensis CryllalO, Cry3Aa e Cry8 as
concentracdes obtidas foram de 0,38 mg mL?%, 0,33 mg mL? e 0,35 mg mL?,

respectivamente (Figura 13).
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Figura 12. Deteccao e quantificacdo das proteinas purificadas em gel de SDS-PAGE
12% por meio da curva de soroalbumina bovina (BSA). MM = Marcador molecular
“Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”; 1 = BSA (0,88 mg mL1); 2 = BSA
(0,44 mg mL?); 3 =BSA (0,22 mg mL?); 4 = BSA (0,11 mg mL?); 5 = BSA (0,05 mg
mL1); 6 = Proteina IPD072Aa (1,95 mg mLY); 7 = Proteina PIP-47Aa (2,25 mg mL™Y).
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Figura 13. Deteccédo e quantificacdo das proteinas purificadas em gel de SDS-PAGE
12% por meio da curva de soroalbumina bovina (BSA). MM = Marcador molecular
“Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”; 1 = BSA (0,88 mg mL1); 2 = BSA
(0,44 mg mL?); 3 =BSA (0,22 mg mL1); 4 = BSA (0,11 mg mL?); 5 = BSA (0,05 mg
mL-1); 6 = Proteina Cry1lal0 (0,38 mg mL™); 7 = Proteina Cry3Aa (0,33 mg mL™); 8 =
Cry8 (0,35 mg mL™1).
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5.6. Alinhamento in silico das sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos das
proteinas de Pseudomonas spp.

Foi realizado analise in silico de alinhamento multiplo das sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos das proteinas IPD072Aa e PIP-47Aa. Por meio dessa
andlise foi possivel obter uma baixa similaridade entre as sequéncias analisadas,
sendo 12,7% de sitio idénticos quando comparado as sequéncias nucleotidicas e
5,4% de similaridade quando se compara as sequéncias de aminoacidos (Figura 14 e
15).

Figura 14. Andlise de similaridade entre a sequéncia de nucleotideo das proteinas
IPDO72Aa e PIP-47Aa através da ferramenta Geneious Prime® 2022.1.1. Os
nucleotideos destacados em cinza sdo 0S que se conservam entre as sequéncias
avaliadas.
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Figura 15. Andlise de alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos das proteinas
IPDO72Aa e PIP-47Aa através da ferramenta Geneious Prime® 2022.1.1. Os
aminoacidos destacados em cinza sdo 0sS que se conservam entre as sequéncias
avaliadas.
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5.7. Mortalidade de A. grandis a uma concentracdo padrédo das proteinas

As duas proteinas isoladas de Pseudomonas spp., bem como as trés isoladas
de Bacillus thuringiensis foram testadas contra larvas neonatas de A. grandis a uma
concentracdo padrdo de 500 ug mL?. Todas as proteinas testadas apresentaram
porcentagem de mortalidade acima de 90% (Tabela 5). O tratamento controle causou
mortalidade abaixo de 10% viabilizando nossos resultados encontrados. A partir
desses resultados foi possivel seguir com as estimativas das CLso € CLoo por meio

das diluicGes seriadas das proteinas.

Tabela 5. Ensaios de selecdo das proteinas de Pseudomonas spp. e Bacillus
thuringiensis normalizadas a uma concentracéo padrdo de 500 pg mL™* sobre larvas
neonatas de Anthonomus grandis.

Total de Lavas

Proteinas Vivas Mortas Mortalidade (%)
usadas (n)
IPD072Aa 48 3 45 93.8
PIP-47Aa 48 4 44 91.7
Cryllalo 48 2 46 95.8
Cry3Aa 48 2 46 95.8
Cry8 48 1 47 97.9

Controle 48 45 3 6.7
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5.8. Atividade inseticida contra A. grandis

Pelas concentracdo-resposta que foram realizados nos bioensaios foi possivel
estimar os valores de CLso e CLgo das cinco toxinas, e os resultados sdo mostrados
na Tabela 6. As toxicidades de diferentes toxinas testadas contra larvas neonatas de
A. grandis variaram consideravelmente, com valores de CLso variando de 6,35a 17,71
ug mL?, ja para ClLeo a variagdo foi 36,12 a 85,74 ug mL1. Entre as proteinas de
Pseudomonas spp. a toxidade observada frente as larvas de A. grandis foi menor
guando comparado com as proteinas de B. thuringiensis tanto para o nivel CLsocomo
para CLoeo. Para ambos os niveis a toxicidade das proteinas IPD072Aa e PIP-47Aa foi
semelhante, ndo apresentado diferenca significativa. As proteinas de Bacillus
thuringiensis Cry3Aa e Cry8 apresentaram similaridade quanto a toxidade a praga do
algodoeiro com valores semelhantes ao nivel de CLso. A proteina Cryllal0 apresentou
toxicidade moderada contra larvas do inseto-praga com valores intermediarios de CLso,
embora nédo significativamente diferente de Cry3Aa. No entanto, ao nivel de CLoo a
proteina Cryllal0 foi igualmente toxica quando comparada com as proteinas Cry3Aa
e Cry8 frente a larva do inseto. Esta diferenca na atividade relativa nos niveis de CLso
e CLoo € devido a diferenca nas respectivas inclinacdes das linhas de regresséo entre
as proteinas. Os controles negativos ndo causaram mortalidade nas condi¢cdes dos
ensaios.

Tabela 6. Estimativa das concentracdes letais (CLso e ClLgoo) das proteinas de

Pseudomonas spp. e Bacillus thuringiensis sobre larvas neonatas de Anthonomus
grandis.

Proteinas CLso (IC min.-max.)? CLoo (IC min.-max.)? (b+SE)P (X?)c

IPDO72Aa 14,24 (8,38 - 21,53)bc 70,75 (43,13 - 171,13)ab 1,89+0.18c 10,2
PIP-47Aa 17,71 (13,94-22,01)c 85,74 (63,83 - 128,15)b 1,87+0.19c 2,39
Cryllal0 10,16 (6,37 - 14,51)b 52,80 (34,53 - 105,76)a 1,69+0.19b 7,08
Cry3Aa 7,82 (5,57 - 10,19)ab 46,93 (34,59 - 71,65)a 1,64+0.18b 4,57
Crys 6,35 (4,40 - 8,36)a 36,12 (26,78 - 55,15)a 1,19+0.16a 0,76

a\/alores expressos em pug mL* com intervalo de confianga (IC 95%), valores seguidos pela
mesma letra mindscula na mesma coluna indicam que ndo ha diferengas significativas em
P>0,05.

bCoeficiente angular da reta e Erro padréo.

°Qui-quadrado (P>0,05).
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5.9. Efeito de combinacdes entre as toxinas nataxa de mortalidade

Varias combinagbes entre proteinas de Pseudomonas spp. e Bacillus
thuringiensis foram testadas em uma Unica concentracdo (a de seus respectivos
valores de CLso), e a mortalidade observada foi comparada com a mortalidade
esperada, assumindo nenhuma interacéo (Tabela 7).

Interacao significativa foi encontrada com a combinagé&o de Cry1lal0 com Cry8
(P<0,05). Nesse caso, essa interacdo foi negativa (ou seja, antagbnica), pois a
mortalidade observada foi menor do que era esperada. Ja para a combinacéo entre
IPDO72Aa com Cry8 foi observado uma toxicidade aditiva, sendo a mortalidade
observada igual a mortalidade esperada, ou seja, a aditividade resultante da aplicacéo
associada das proteinas produziu um efeito de toxicidade nas larvas neonatas de A.
grandis semelhante quando comparado ao efeito dessas proteinas aplicadas de forma

isolada.
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Tabela 7. Mortalidade de larvas neonatas de Anthonomus grandis a toxinas de Pseudomonas spp. e Bacillus thuringiensis
analisadas de forma isoladas e combinadas.

Mortalidade (%)

Teste Exato de

. . ~ ~ a 2 e
Proteinas/Combinacdes (Concentracoes) (Observada)® (Esperada)’ Fisherd X2 (p)
IPD0O72Aa 14,24 52 50
PIP-47Aa 17,71 48 50
Cryllal0 10,16 46 50
Cry3Aa 7,82 51 50
Cry8 6,35 55 50
IPDO72Aa/PIP-47Aa 14,24+17,71 79 75 0,4781 0,0910 (0,7627)
Cry1lal0/Cry3Aa 10,16+7,82 81 73 0,2334 0,9430 (0,3314)
Cry1lalO/Cry8 10,16+6,35 41 75 0,0004** 12,303 (0,0005**)
Cry3Aa/Cry8 7,82+6,35 81 77 0,4011 0,2531 (0,6152)
IPDO72Aa/Cryllal0 14,24+10,16 79 74 0,3166 0,5151 (0,4732)
IPD0O72Aa/Cry3Aa 14,24+7,82 80 76 0,4043 0,2361 (0,6272)
IPD072Aa/Cry8 14,24+6,35 78 78 0,5957 0,0000 (1,0000)
PIP-47Aa/Cryllal0 17,71+10,16 76 71 0,4093 0,2110 (0,6460)
PIP-47Aa/Cry3Aa 17,71+7,82 77 74 0,4070 0,2221 (0,6374)
PIP-47Aa/Cry8 17,71+6,35 78 76 0,5000 0,0570 (0,8110)

2As concentracdes de proteinas foram escolhidas de modo a igualar seus respectivos valores de CLso. Os valores sdo expressos em pg

mL1,

bCada valor representa a média de trés réplicas de 16 larvas por réplica (n = 48).
°Mortalidade esperada considerando ag&o simples e independente.

dvalores em que P>0,05 indicam diferencas n&o significativas.

€Qui-quadrado e valores de P.
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5.10. Andlise de sinergismos em A. grandis em ensaios de concentracao-
resposta

As combinacdes usadas na analise de mortalidade foram investigadas ainda
mais por analises de concentracdo-resposta. Foi observado sinergismo na maioria das
combinagOes testadas, com excecdo das combinacdes entre Cryllal0 com Cry8 e
IPDO72Aa com Cry8. Sinergismo leve foi observado entre as combinagcdes IPD072Aa
com CryllalO e PIP-47Aa com Cry8 (FS = 1,09 e 1,02, respectivamente), sinergismo
moderado foi observado entre cinco combinacfes de proteinas (FS = 1,12 a 1,41). A
combinacédo entre Cryllal0 com Cry3Aa apresentou uma alta interacao sinérgica (FS
= 2,06) (Tabela 8).

A combinacéo entre IPDO72Aa com Cry8 teve a CLso esperada dentro da faixa
para esta mistura, sendo assim considerada uma interacao aditiva (FS = 1), ou seja,
o efeito final das duas proteinas combinadas € igual a soma dos efeitos individuais. A
CLso observada da combinacédo Cryllal0 com Cry8 foi maior do que era esperada

demonstrando um antagonismo para essa interagéo de proteinas.
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Tabela 8. InteracGes entre as proteinas de Pseudomonas spp. e Bacillus thuringiensis no controle de larvas neonatas de A.

grandis.
Combinacdes de Proteinas CL5O§§Sr;ri\?;drzax')a (Espgal_rzoda)b FSe (bxSE)¢ (X2)e
IPDO72Aa/PIP-47Aa (1:1) 6,82 (3,32 - 10,59) 7,89 1,16 1,74+0,20 8,70
Cry1lal0/Cry3Aa (1:1) 2,15 (0,69 - 3,99) 4,42 2,06 1,06+0,18 1,26
Cryllal0/Cry8 (1:1) 6,41 (4,28 - 8,62) 3,91 0,61 1,60+0,20 4,19
Cry3Aa/Cry8 (1:1) 2,48 (1,03 - 3,98) 3,50 1,41 1,51+0,27 0,71
IPDO72Aa/Cryllal0 (1:1) 5,45 (3,17 - 8,13) 5,93 1,09 2,15+0,27 3,92
IPDO72Aa/Cry3Aa (1:1) 4,28 (3,12 - 5,49) 5,05 1,18 1,83+0,25 2,98
IPDO72Aa/Cry8 (2:1) 3,36 (2,41 - 4,28) 3,36 1,00 2,01+0,28 2,20
PIP-47Aa/Cryllal0 (1:1) 5,19 (3,98 - 6,49) 6,46 1,24 2,02+0,26 1,19
PIP-47Aa/Cry3Aa (2:1) 3,72 (2,74 - 4,70) 4,15 112 1,930,26 1,29
PIP-47Aa/Cry8 (2:1) 3,64 (2,64 - 4,65) 3,70 1,02 1,850,25 284

aV/alores expressos em pg mL™* com intervalo de confianga (IC 95%);
®Mortalidade esperada considerando simples agdo similar.

°FS: Fator de Sinergismo, calculado como a razéo da LCso esperada sobre a LCso Observada.

dCoeficiente angular da reta e Erro padrao.
€Qui-quadrado (P>0,05).
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5.11. Avaliacao das parcelas dos bioensaios

A avaliacdo de cada parcela das diferentes concentragfes testadas nos
bioensaios foram feitas apds 7 dias de implantacéo. O tratamento controle, com agua
deionizada, mostrou-se ser satisfatério, sendo que todas a larvas de A. grandis
sobreviveram (Figura 16). Para as proteinas testadas de Pseudomonas spp. e Bacillus
thuringiensis, o comportamento foi similar, a medida que aumentava a concentragado

das proteinas incorporadas na dieta a mortalidade das larvas também aumentava.

Figura 16. Avaliagdo das parcelas dos bioensios com A. grandis. (A) Parcela controle
apds 7 dias. (B) Parcela que recebeu a concentracdo de 2 ug mL? da proteina
IPDO72Aa. (C) Parcela que recebeu a concentracéo de 4 pg mL* da proteina PIP-
47Aa. (D) Parcela que recebeu a concentracédo de 16 pg mL* da proteina Cryllalo.
(E) Parcela que recebeu a concentracdo de 64 ug mL* da proteina Cry3Aa. (F)
Parcela que recebeu a concentracéo de 128 ug mL* da proteina Cry8.
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6. DISCUSSAO

A expressao da proteina Cryllal0O obtida nesse trabalho (Figura 9) corrobora
com os resultados obtidos por Bergamasco et al. (2013) e Marucci (2015). Para a
proteina Cry3Aa foi obtida banda de massa molecular aproximadamente de 88 kDa,
corroborando com os dados ja descrito na literatura com valores de massa molecular
entre 73 a 75 kDa (LAMBERT et al.,, 1992). Ja a proteina Cry8 foi confirmada
apresentando banda de aproximada de 143 kDa (Figura 10), indo de acordo com o0s
valores de massa molecular entre 128 a 137 kDa ja descritos para essa proteina (SHU
et al., 2009; LI et al., 2014; Bl et al., 2015; BORGES, 2018). Schellenberger et al.
(2016), Wei et al. (2018) e Boeckman et al. (2019) relataram, para as proteinas de
Pseudomonas spp., banda de tamanho 11 kDa para a proteina IPD072Aa e banda
aproximadamente 32 kDa para a proteina PIP-47Aa, estando de acordo com os
nossos resultados. Tanto as proteinas de Pseudomonas spp. quanto as de Bacillus
thuringiensis apresentaram tamanhos compativeis com os ja relatados acrescido de
13 kDa relativo a cauda de 6 histidinas (6xHis) e a proteina SUMO ambas referente
ao vetor de expressao peT SUMO.

Embora as espécies de Pseudomonas chlororaphis e Pseudomonas mosselii
pertencerem ao mesmo género, a andlise de similaridade mostrou baixa identidade
entre as sequéncias analisadas (Figura 14 e 15). O que pode implicar na auséncia de
dominios compartilhados e consequentemente diferencas em relacdo a sua funcéo
biolégica. O que difere das proteinas Cry de Bacillus thuringiensis, onde analise de
alinhamento da estrutura primaria dessas toxinas mostrou possuir 3 dominios
conservados que estdo envolvidos com as funcdes das proteinas (MAAGD et al.,
2001). Os dominios sé@o essenciais para determinar o modo de ac¢do das proteinas
sobre o0s insetos-praga, portanto faz-se necessario a obtencdo de maiores
informacdes sobre as estruturas proteicas isoladas de Pseudomonas spp. e como elas
interagem no intestino da praga alvo.

Os bioensaios para determinar a eficacia de proteinas com potencial
inseticidas, tais como as de Bacillus thuringiensis e Pseudomonas spp., sao
tipicamente realizados com proteinas individuais, o que é util para estimar sua
contribuicdo tedrica para o controle de pragas quando utilizadas em inseticida

bioldgico ou expressas em culturas geneticamente modificadas. No entanto, sabe-se
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gue algumas combinacdes de proteinas inseticidas podem ter efeitos sinérgicos ou
antagonicos (DONG et al., 2012; YU et al., 2012; BERGAMASCO et al., 2013; LEMES
etal., 2014; FIGUEIREDO et al. 2019). Portanto, ao selecionar combinagdes de genes
que codificam proteinas inseticidas a serem expressas em plantas, € importante
considerar ndo apenas diferencas em seu modo de acdo, mas também potenciais
interacdes entre proteinas inseticidas.

Sabe-se que o0s insetos apresentam graus variados de suscetibilidade a
diferentes toxinas inseticidas, sejam elas de B. thuringiensis ou de Pseudomonas spp.,
e a avaliacdo € necessaria para definir a suscetibilidade antes da implantacdo do
cultivo comercial de culturas geneticamente modificadas. Estudos publicados por
Praca et al. (2007) mostraram que proteinas pertencentes as classes Cryl, Cry3,
Cry5, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl0, Cryl4, Cryl8, Cry22, Cry34, Cry35 e Cry36
apresentaram atividade inseticida contra insetos da ordem Coleoptera. No nosso
estudo, a toxicidade das proteinas de B. thuringiensis e Pseudomonas spp. foi
avaliada contra A. grandis, e os valores de CLso e CLgo obtidos variaram de 6,35 a
17,71 pg mL* e 36,12 a 85,74 pug mL*, respectivamente (Tabela 6). Dentre as
proteinas testadas, a Cry8 e Cry3Aa foram as proteinas mais ativa contra o inseto-
praga. Ao nivel de CLso elas ndo apresentaram diferenga significativa e foram 2 vezes
mais ativas que as proteinas IPD072Aa e PIP-47Aa. J4 ao nivel de CLgo as proteinas
Cryllal0, Cry3Aa e Cry8 foram igualmente mais ativas que as toxinas IPD072Aa e
PIP-47Aa, as quais apresentaram valores de CLgo mais elevados.

As diferencas observadas ao comparar os resultados no nivel CLso versus o
nivel CLoo sdo consequéncia das diferencas nas inclinagdes das linhas de regresséo
dose-mortalidade entre a proteinas Cry8 (1,19); as proteinas Cry3Aa e Cry1lal0 (1,64
e 1,69); IPDO72Aa e PIP-47Aa (1,87 e 1,89) (Tabela 6). De acordo com os valores de
CLso e CLoo, as proteinas de Pseudomonas spp. requerem doses mais altas para
serem eficazes contra os insetos, mas uma vez atingido um limiar critico, a resposta
aumenta rapidamente com a dose. Uma interpretacdo a esses altos valores de
inclinacdo das retas referente as proteinas IPD072Aa e PIP-47Aa pode estar
associada que esse tipo de proteina requer uma concentracdo limite no intestino
médio do inseto. Em contraste, as proteinas de Bt mostram uma resposta de dose-

mortalidade mais comum, representada por uma inclinacdo mais rasa.
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A proteina inseticida Cry8 mostrou-se, no presente estudo, ser eficiente no
controle de larvas de A. grandis, apresentando baixa estimativa de CLso, com valor de
6,35 ug mL?1. Essa estimativa foi mais téxica quando comparada com estudos
anteriores realizados por Oliveira (2008) com a proteina Cry8Hal frente a larvas de
A. grandis, o qual encontrou uma CLso0 8,93 ug mL. Trabalhos como os de 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. Larvas de Holotrichia
parallela e H. parallela mostraram ser suscetiveis a toxina Cry8Ea e Cry8Nal (SHU et
al., 2009; LI et al., 2014). Esses resultados confirmam a eficacia e a especificidade do
gene Cry8 em controlar pragas agricolas da ordem Coleoptera.

Em estudos anteriores, avaliando a toxicidade da proteina Crylla para A.
grandis e Spodoptera frugiperda foram encontrados que a proteina Cryllal2
recombinante purificada foi toxica para as larvas desses insetos-praga, sendo 230 ug
mL! e 5 ug mL! as maiores concentracdes testadas para atingir as toxicidades
maximas, respectivamente (GROSSI-DE-SA et al., 2007). Essa concentracdo é 10
vezes menos toxica que a encontrada por Martins et al. (2008). Em ambos os casos,
as concentracfes estimadas para a proteina Cryll foram menos eficientes que as
encontradas no nosso trabalho. Souza Aguiar et al. (2012) estimaram uma CLso para
a toxina Cryl0Aa contra A. grandis de 7,12 pug mL?, estando de acordo e mais
préximos do valor encontrado no presente estudo.

Ensaios realizados com proteinas Crylla e Cry8 frente a larvas neonatas de A.
grandis demonstram que tais proteinas também s&o alternativas viaveis para o
controle da principal praga do algodao (GROSSI-DE-SA et al., 2007; OLIVEIRA, 2008;
MARTINS, 2009; BERGAMASCO et al.,, 2011; BORGES, 2018), assim como
proteinas das classes Cry10 e Cry1B também apresentaram potencial inseticida para
o bicudo-do-algodoeiro (MARTINS et al., 2009). Oliveira et al. (2016) construiram uma
planta de algoddo geneticamente modificada capaz de expressar o gene de Bt
Cryllal0, o qual possui dupla agéo ao controlar de forma eficiente insetos da ordem
Lepidoptera e Coleoptera, controlando assim as principais pragas da cultura. Embora
haja genes de Bacillus thuringiensis, que produz toxinas letais contra alguns tipos de
insetos, ainda nao existe comercialmente um algodao geneticamente modificado que

seja resistente ao A. grandis.
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A busca por biopesticidas e abordagens alternativas, como o desenvolvimento
de estratégias eficientes para atrair e matar insetos-praga, sdo de extrema
importancia. Aliado a esses esfor¢os novas toxinas proteicas estao sendo descobertas
de diferentes espécies de Pseudomonas. As toxinas derivadas de Pseudomonas spp.
como IPD072a e PiP-47a nao correspondem a nenhuma outra sequéncia de
aminoacidos de proteinas atualmente depositadas em bancos de dados e sé&o
especificamente toxicas a insetos da ordem Coleoptera em sua forma monomérica
(PANEVSKA et al., 2019). Wei et al. (2018) relataram uma CLso para larvas de WCR
(Western Corn Rootworm - lagarta-da-raiz do milho [Diabrotica virgifera virgifera]) de
52,5 ug mL?* apdés quatro dias de exposicdo a proteina inseticida PIP-47Aa de P.
mosselii. J& Schellenberger et al. (2016) estimaram uma CLso de aproximadamente
120 pg mL! para a proteina IPD072Aa de P. chlororaphis ap6s oito dias de exposicao.
Em nosso estudo relatamos uma menor Clso para sete dias de exposicdo contra
larvas neonatas de A. grandis: PIP-47Aa 17,71 ug mL, sendo aproximadamente 3
vezes mais toxica e IPD72Aa 14,24 ug mL*, sendo 8 vezes mais tdxica (Tabela 6).
Esses resultados apontam a importancia de se encontrar novos genes para ampliar o
namero de insetos-praga controlados pela acdo de diferentes proteinas com potencial
inseticida.

O efeito da interacéo entre proteinas é uma questao importante na selecéo de
toxinas para uso no controle de pragas e no manejo da resisténcia de insetos. A
eficiéncia de uma mistura ndo deve ser estimada apenas com base na eficicia dos
ingredientes individuais, mas no sinergismo entre seus componentes. Quando uma
mistura € mais toxica do que o esperado, a interacdo entre os componentes é
considerada sinérgica, quando a mistura € menos toxica do que o esperado, indica
uma interacdo antagonica (FINNEY, 1971). Vérias investigacdes confirmaram que
pode ocorrer sinergismo e antagonismo entre as proteinas de Bt em varias espécies
de insetos. Bergamasco et al. (2013) investigaram a interacdo entre proteinas Vip3Aa
e Crylla, revelando sinergismo dessas duas proteinas contra lepiddpteros-praga, tais
como S. frugiperda, S. albula e S. cosmioides, e um antagonismo leve em S. eridania.
Em outro estudo, a combinacdo de Vip3Aa e Cry9Ca foi ligeiramente sinérgica em
Plutella xylostella (DONG et al., 2012). InteragcOes entre Vip3Aa e outra classe de

proteina (Cyt2Aa) foram estudadas em Chilo suppressalis, Spodoptera exigua,
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Chironomus tepperi, Helicoverpa armigera e Culex quinquefasciatus (YU et al.,
2012). Lemes et al. (2014) testando combinacfes de proteinas Cry com Vip de B.
thuringiensis relataram antagonismos para todas as combinacdes testadas contra S.
frugiperda e um sinergismo em Diatraea saccharalis com combinacdo Vip3Aa e
CrylCa. Ja Figueiredo et al. (2019) investigaram interacdes entre outras proteinas
Cryl, Cry2 e Vip3 contra larvas de Spodoptera frugiperda e encontraram interacdes
sinérgicas em todas as combinacbes testas. Esses indicativos demonstram a
importancia de se investigar as interagdes existentes entre diferentes proteinas para
controle e manejo da resisténcia de insetos-praga.

No presente estudo foram testadas diferentes combinacdes (Tabela 4) para
investigacdo das possiveis interacdes existentes entre as proteinas. O maior efeito
sinérgico foi observado na combinacgéo de CryllalO e Cry3Aa (FS = 2,06) (Tabela 8).
Foi comprovado que Crylla é altamente toxico para A. grandis (GROSSI-DE-SA et.
al., 2007; MARTINS et al., 2008) e que cepas de B. thuringiensis subsp. tenebrionis
contendo o gene Cry3A sdo referéncia para toxicidade de insetos da ordem
Coleoptera, podendo ser eficaz no manejo do controle dessa praga do algodoeiro
(MARTINS et. al., 2007). Isso sugere o0 uso potencial da combinacdo de CryllalO e
Cry3Aa em algodéo para um controle mais amplo dessa espécie-alvo e favorece o
manejo da resisténcia da praga, ja que as proteinas possivelmente ndo competem
pelo mesmo sitio de ligacao.

As interacBes envolvendo as proteinas Cry3Aa e PIP-47Aa, quando
combinadas com as demais proteinas, apresentaram um claro efeito sinérgico,
evidenciado pelas maiores diferencas entre os valores de CLso esperada e os de ClLso
observada (Tabela 8). Em relacdo aos mecanismos para explicar o sinergismo, varias
hipdteses tém sido propostas. Uma hipotese é que as proteinas podem formar hetero-
oligbmeros que tém uma melhor capacidade de inser¢do na membrana do que os
homo-oligbmeros correspondentes, resultando em maior toxicidade contra suas
pragas-alvo (PARDO-LOPEZ et al., 2013). Uma outra hipotese seria que as
combinacgdes entre duas proteinas possam induzir poros maiores na membrana do
intestino médio larval do que quando cada proteina o faz individualmente. A este
respeito, Lee et al. (1996) demonstraram que combinacdo entre toxinas Cryl

mostraram atividade sinérgica contra lagartas Lymantria dispar, e também
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descobriram que a combinacao levou a formacgéo de poros maiores do que quando as
toxinas foram usadas isoladamente.

As interagfes sinérgicas observadas no presente estudo (Tabela 8) indicam
gue uma planta de algodao piramidal expressando tais combinac¢des seria uma nova
estratégia em um programa geral de manejo de pragas para A. grandis. Ribeiro et al.
(2017) relataram experimentalmente uma planta de algoddo geneticamente
modificada com acdao inseticida contra A. grandis conferido pela toxina Cryl0Aa. Os
bioensaios de suscetibilidade, realizados pela alimentacéo do A. grandis em folhas e
botdes florais de algoddo GM, demonstraram um significativo efeito entomotoéxico e
um alto nivel de mortalidade do inseto, chegando a alcancar até 100% de eficiéncia.

Além da descoberta destas moléculas isoladas de B. thuringiensis para
controlar de forma eficaz as pragas agricolas, ja temos também o desenvolvimento de
plantas transgénicas com genes de Pseudomonas spp. eficientes no controle de
Coleopteros pragas. Como no caso do gene IPD0O72Aa de Pseudomonas
chlororaphis, que codifica a proteina IPD072Aa. Depois de constatada sua atividade
inseticida, o gene que codifica a proteina foi utilizado na transformacao genética de
milho e as plantas obtidas foram resistentes a Diabrotica virgifera virgifera
(SCHELLENBERGER et al., 2016). Wei et al. (2018), descobriram a proteina PIP-
47Aa isolada de Pseudomonas mosselii, esta apresentou atividade inseticida contra
Diabrotica virgifera virgifera, Diabrotica barberi, Diabrotica undecimpunctata, Howardi,
Diabrotica speciosa e Phyllotreta cruciferae demonstrando-se também efetiva quando
expressa em plantas de milho.

Boeckman et al. (2019), avaliaram a atividade inseticida da proteina IPD072Aa
em um espectro de 15 espécies de insetos, sendo 11 espécies dentro da ordem
Coleoptera, e outras quatro espécies representando a ordem de Lepidoptera. N&o
observaram efeito adverso nas espécies de Lepidoptera, porém na ordem de
Coleoptero foi observado uma gama de respostas que incluem crescimento reduzido,
atraso no desenvolvimento e/ou sobrevivéncia reduzida, demonstrado a eficiéncia em
controlar insetos pragas dessa ordem em plantas que expressem a proteina.

Destaca-se, ainda, que em ambos os trabalhos estas novas proteinas
mantiveram-se eficazes contra larvas de Diabrotica virgifera virgifera resistentes as

proteinas de Bacillus thuringiensis mCry3Aa e Cry34Ab1/Cry35Ab1l, ambas utilizadas
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em eventos comercial de milho transgénico, o que nos coloca frente a possiveis novos
mecanismos de acao e novas alternativas ao manejo da resisténcia dos insetos, pois
a piramidacdo de mdultiplas novas proteinas inseticidas com sitios-alvo distintos no
intestino médio dos insetos também é essencial para aumentar a durabilidade da
tecnologia.

No presente trabalho a maioria das interacdes envolvendo as proteinas
isoladas de Pseudomonas spp. demonstraram um efeito sinérgico quando comparado
a CLso esperada com a CLsp observada, com excecéo da combinacéo entre IPD072Aa
com Cry8 (Tabela 8). Esses resultados demonstram a importancia de se diversificar a
utilizacdo de um unico método de controle, com o intuito de aumentar a eficiéncia do
controle das pragas agricolas, bem como o manejo da resisténcia dos insetos,
favorecendo o prolongamento de uso da tecnologia a nivel de campo.

Foi observado um efeito antagdnico entre as toxinas Cryllal0 e Cry8 em A.
grandis (FS = 0,61). O mecanismo relacionado ao antagonismo observado nao é
conhecido. E possivel que as proteinas interajam fisicamente de uma maneira que se
sequestram, formando um complexo que produz ambas as proteinas inativas.
Alternativamente, a formac¢do do complexo poderia apenas mascarar um epitopo na
proteina mais téxica, impedindo-a de interagir com o receptor de membrana. O
antagonismo também pode resultar de interacdes estéricas, onde ambas as toxinas
se ligam a diferentes epitopos na mesma molécula de membrana (LEE et al., 1996;
RINCO’N-CASTRO et al., 1999). Sendo necessério novos estudos para determinar o
motivo do efeito antagdnico entre Cryllal0 e Cry8 observado em A. grandis. Também
foi observado um efeito aditivo entre as proteinas IPD072Aa e Cry8 (FS = 1,00),
indicando que o efeito dessa combinacao é igual a soma dos efeitos isolados de cada
proteina.

O fato de as combinagbes das proteinas isoladas de Pseudomonas spp. e
Bacillus thuringiensis poderem resultar em intera¢des sinérgicas, antagdnicas ou de
efeito aditivo pode indicar diferentes modos de ag¢ao a nivel bioquimico para a espécie
de inseto estudada. Os resultados apresentados nesse estudo foram obtidos sob
condicdes de laboratorio (na auséncia de predadores e parasitoides) e usando dieta
artificial (na auséncia de fitoquimicos). Portanto, as combinacdes de proteinas

testadas que exibiram interacdes em condicdes de laboratdrio devem ser testadas em
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condicbes de campo onde ambas serdo expressas na mesma planta geneticamente
modificada, afim de confirmar se as interacbes encontradas neste estudo iriam
persistir ou até mesmo aumentar nessas condiges.

Os resultados aqui apresentados, juntamente com os obtidos por outros
autores sobre as interacdes entre proteinas inseticidas em diferentes insetos-praga,
demonstram claramente para a importancia deste tipo de pesquisa e devem ser
considerados complementares aos estudos que tratam do modo de acao de diferentes
toxinas, ao selecionar apropriadamente as combinagdes de genes inseticidas para

cultivo piramidal de plantas geneticamente modificadas.



59

7. CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados relatam que as proteinas IPD072Aa, PIP-
47Aa, Cryllal0, Cry3Aa e Cry8 demonstraram eficiéncia no controle de Anthonomus
grandis;

Isoladamente as proteinas Cry3Aa e Cry8 foram mais toxicas para A. grandis
que as demais proteinas testadas.

Uma alta interacao sinérgica foi evidenciada entre as combinacdes CryllalO
com Cry3Aa.

As interacbes envolvendo as proteinas Cry3Aa e PIP-47Aa, quando
combinadas com as demais proteinas, apresentaram um claro efeito sinérgico.

A combinacdo entre Cryllal0 com Cry8 demonstrou um antagonismo, ndo
sendo recomendado para compor uma planta Bt piramidada.

Os resultados mostraram que a maioria das combinacfes de proteinas testadas
aumentam a toxicidade contra larvas neonatas de A. grandis, podendo ser utilizadas
no desenho de novas combinacdes de genes piramidais em culturas geneticamente
modificadas, para o controle do referido inseto praga, bem como para manejo da
resisténcia.

As combinagdes entre as toxinas de Pseudomonas spp. e Bacillus thuringiensis
contra A. grandis apresentaram interacdes sinérgicas, antagbnicas e aditivas,
sugerindo que ha diferentes tipos de interacdes dentro do hospedeiro, e
consequentemente diferentes modos de agcdo das proteinas testadas.

A toxidade estimada contra larvas neonatas do bicudo-do-algodoeiro das
toxinas derivadas de Pseudomonas spp. apontam para a necessidade de se explorar
a biodiversidade microbiana na busca de novas proteinas e mecanismo de ac¢ao, para

ampliar o numero de insetos-praga controlados.
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