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TOXICIDADE E INTERACAO DE PROTEINAS Cry1 DE Bacillus
thuringiensis EM Helicoverpa armigera (Hubner) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

RESUMO - Estudos que visam a interacao das proteinas Cry de Bacillus
thuringiensis, a fim de encontrar combinacdes adequadas para o
desenvolvimento de plantas Bt sdo ferramentais fundamentais no controle de
lepidopteros-praga. A lagarta H. armigera causa danos severos nas culturas
agricolas e sua introducdo no Brasil levou a busca de formas de controle
eficientes e nesse contexto B. thuringiensis pode ser um bom agente de
controle. Diante do exposto o presente trabalho objetivou avaliar a toxicidade
das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylCa de B. thuringiensis a H.
armigera, assim como interacdo dessas proteinas aos receptores do meséntero
do inseto. A toxicidade foi estimada com bioensaios de dose resposta com as
proteinas testadas e a interagdo das proteinas com os receptores foram
verificadas em analise de unido entre a proteina ativada e marcada com a
vesicula da “borda em escova” da membrana apical das células do intestino
(“brush border mambrane vesicle”- BBMV) do meséntero larval de H. armigera,
e ensaios de competicdo heteréloga. Dentre as proteinas testadas, a CrylAc
destacou-se como a mais efetiva, seguida das proteinas CrylAb e CrylAa. A
proteina CrylCa ndo apresentou toxicidade. As proteinas CrylAa, CrylAb e
CrylAc se ligaram aos receptores da membrana do intestino médio das
lagartas de H. armigera de forma especifica. Os ensaios de competicdo
heter6loga revelaram que as proteinas CrylAa, CrylAc e CrylAb competem
entre si pelo mesmo receptor.

Palavras-chave: biotecnologia, manejo da resisténcia, manejo integrado de
pragas, proteinas inseticidas



TOXICITY AND INTERACTION OF CRY1 PROTEINS FROM Bacillus
thuringiensis IN Helicoverpa armigera (Hubner) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Studies attempting interaction of Bacillus thuringiensis Cry
proteins in order to find combinations for developing Bt plants are fundamental
in controlling lepidopteran pests. H. armigera causes severe damage to
agricultural crops and their introduction in Brazil has led the search for efficient
control and B. thuringiensis may be a good control agent. The aim of this
research was to evaluate the toxicity of CrylAa, CrylAb, CrylAc and CrylCa
proteins from B. thuringiensis to H. armigera, as well as interaction of these
proteins with the receptors present in insect midgut. Toxicity was estimated
from the lethal concentration LCsg of the tested proteins and protein interactions
with the receptors were found in a binding analysis between activated and
biotinylated protein with the midgut brush border vesicle membrane (BBMV) of
H. armigera, and heterologous competitive binding assays. Among the tested
proteins, CrylAc protein was the most toxic, followed by the CrylAb and
CrylAa proteins. The CrylCa protein showed no toxicity. The CrylAa, CrylAb
and CrylAc proteins showed specific binding to the midgut membrane
receptors of H. armigera caterpillars. Heterologous competitive binding assays
revealed that CrylAa, CrylAb, CrylAc compete for a common receptor in the
midgut larvae.

Keywords: biotechnology, resistance management, integrated pest
management, insecticidal proteins



1. INTRODUCAO

O Brasil é reconhecido mundialmente pelo seu potencial produtivo no
setor agropecuario. A safra de grdos de 2013/14, por exemplo, teve um
aumento de 6,3% em area plantada, e a producao total um incremento de 6,81
milhdes de toneladas, 3,6% maior quando comparada com a safra de 2012/13
(CONAB, 2014).

Este panorama pode variar ao longo dos anos devido a influéncia de
fatores intrinsecos a cadeia produtiva. Um desses fatores é decorrente dos
problemas fitossanitarios que assolam as safras brasileiras. Dentre as questdes
fitossanitarias destaca-se o ataque de insetos-praga que causam danos diretos
e indiretos podendo comprometer totalmente a lavoura.

A introducdo de uma praga exética no Brasil, chamada Helicoverpa
armigera, preocupou todos os envolvidos no cenario agricola, levando a
tomada de medidas emergenciais para o0 seu controle pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O primeiro relato de H.
armigera no Brasil ocorreu no ano de 2012 em plantagbes de algod&do na
Bahia. Os danos advindos do ataque dessa lagarta causaram perdas na ordem
de 80%. Além da cultura do algodao foram atingidas também as culturas da
soja, milho, feijdo e tomate em estados da regido Nordeste e Centro-Oeste
(AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

H. armigera é considerada a praga de maior impacto na Australia,
india, China e Europa (LIAO; HECKEL; AKHURST, 2002). Sua severidade
como inseto-praga envolve aspectos como habito alimentar polifago, alta
capacidade migratéria e adaptacdo a diferentes ambientes e cultivos (TAY et
al., 2013; LEITE et al., 2014). Entre espécies silvestres e cultivadas ocorre em
mais de 100 espécies hospedeiras (ALI; CHOUDHURY, 2009).

Por ser uma praga com elevada capacidade de desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas quimicos (WYCKHUYS et. al., 2013), aléem da busca
de agentes de controle de menor impacto ao ambiente, produtos com principios
bioldgicos estdo sendo adotados. Na China, Australia e india foram adotados
como medida de controle o algoddo transgénico contendo genes que
expressam proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (LIAO; HECKEL,
AKHURST, 2002; ZHANG et al., 2013).



B. thuringiensis (Bt) € uma bactéria utilizada no controle de pragas ha
mais de 70 anos, inicialmente na forma de bioinseticida, e com o avanco da
biotecnologia desenvolveram-se as plantas transgénicas Bt. Sua toxicidade
esta relacionada, sobretudo, com as suas inclusdes cristalinas denominadas
proteinas Cry. As proteinas Cry sdo encontradas com diferentes tamanhos,
variando de 60 a 140 kDa, a depender das suas formas ativas e nao ativas
(PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013).

Proteinas dos grupos Cryl (CrylAa, CrylAb e CrylAc) e Cry2
(Cry2Aa) possuem bons niveis de toxicidade a H. armigera (LI; BOUWER,
2012, 2014). Dados com populacdes brasileiras de H. armigera sao escassos
e, portanto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a toxicidade das proteinas
CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylCa de B. thuringiensis a Helicoverpa armigera,
assim como interacdo dessas proteinas aos receptores presentes nas
“vesiculas da membrana da borda escovada” (BBMVs) dessa espécie.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bacillus thruringiensis

B. thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, esporulante caracterizada
por formar inclusdes cristalinas em sua fase estacionaria de crescimento. Sua
importancia esta ligada a caracteristica entomopatogénica, ou seja, com a sua
exploracdo como agente microbiano no controle de pragas, atribuida entre
outros fatores, as suas inclusées cristalinas (SCHNEPF et al., 1998).

B. thuringiensis pertence a familia Bacillaceae que abriga outras
bactérias como B. cereus, B. antrachis, B. mycoides, B. pseudo - mycoides, e
B. weihenstephanensis. Os grupos B. thuringiensis e B. cereus sdo muito
proximos geneticamente e morfologicamente, distinguindo-se um do outro pela
producao de cristais em B. thuringiensis (PIGOTT; ELLAR, 2007).

O primeiro relato da bactéria B. thuringiensis foi registrado por Ishiwata
em 1901, durante estudos realizados com o bicho-da-seda. Berliner a
redescreveu em 1915, apGs encontrar atividade inseticida de B. thuringiensis
contra larvas de tragas. Assim nomeada devido a regido onde ela foi
descoberta, Thuringia na Alemanha, varios foram os eventos que marcaram a
trajetéria dessa bactéria no controle de pragas. Na década de 30 a descoberta
da sua atividade inseticida em campo contra Ostrinia nubilales, deu origem ao
primeiro produto formulado com o nome de “Sporeine” (FEDERICI, 2005). A
partir de entdo, a frequéncia de estudos com o objetivo de estabelecer as
propriedades inseticidas de suas cepas se intensificaram, e na década de 60
foram desenvolvidos dois produtos comerciais de notério reconhecimento,
foram eles o Dipel e o Thuricide, ambos formulados a partir do isolado de B.
thuringiensis var. kurstaki HD-1 (NARVA; STORERR; MEADE, 2014).

O desenvolvimento dos inseticidas Dipel e Thuricide culminou no registro
de vérios produtos a base B. thuringiensis no periodo de 1961 a 1995 nos
Estados Unidos. Esses inseticidas obtiveram boa aceitacdo e foram adotados
como forma de controle pelos produtores, por apresentar algumas vantagens

quando comparados aos inseticidas quimicos tradicionais. Os bioinseticidas a



base de B. thuringiensis tém a capacidade de nao deixar residuos poluentes no
meio ambiente, alta especificidade contra o0s insetos-alvo, 0 que
consequentemente o torna um produto seguro por ndo possuir atividade a
organismos ndo alvos. Porém, como desvantagem € atribuida a sua baixa
persisténcia.

O espectro de acdo dos inseticidas biolégicos a base de B. thuringiensis
aumentou consideravelmente com a caracterizacdo de cepas para diferentes
ordens de insetos. Dessa forma é sabido que os produtos a base de B.
thuringiensis var. kurstaki sdo voltados para o controle de lepidépteros, os a
base de B. thuringiensis var. israelensis agem contra mosquitos e os de B.
thuringiensis var. tenebrionis possuem acdo contra coledpteros (FEDERICI,
2005). No Brasil existem registrados 10 produtos desenvolvidos a partir de B.
thuringiensis, sendo estes desenvolvidos com B. thuringiensis var. kurstaki, B.
thuringiensis  var. israelenses e B. thuringiensis var. azawai

(http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit cons/principal agrofit cons).

Apesar da industria de bioinseticidas de B. thuringiensis ter importancia
notoria no controle de pragas agricolas, a maior representatividade do uso de
B. thuringiensis ndo é atribuida aos seus bioinseticidas, e sim as culturas
transgénicas desenvolvidas com o0s seus genes. Estes genes codificam
diferentes proteinas relacionadas com a atividade inseticida de B. thuringiensis,
essa atividade esta envolvida, sobretudo com acéo das proteinas Cry, que se
sdo inclusdes cristalinas produzidas pela bactéria. Existe uma grande
diversidade nesse grupo de proteinas, relacionada ao fato dos genes cry
estarem associados a elementos de transposi¢cao e plasmideos (De MAAGD;
BRAVO; CRICKMORE, 2001). Atualmente encontram-se classificados cerca de
760 membros nesse extenso grupo de proteinas

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/).

Outras duas classes de proteinas muito estudadas em B. thuringiensis
sdo as proteinas Cyt e as Proteinas Inseticidas Vegetativas — “Vegetative
Insecticidal Proteins” Vip. O primeiro grupo também é formado por inclusdes
cristalinas e é caracterizado por sua atividade citolitica in vitro, embora tenha
mostrado atividade in vivo contra dipteros (SOBERON et al.,, 2013). As
proteinas inseticidas vegetativas (Vips) receberam esse nome por serem

secretadas na fase de desenvolvimento vegetativo. Estas ndo possuem



homologia de sequéncia com as proteinas Cry (ESTRUCH et al., 1996).
Existem também outras proteinas com atividade inseticida e potencial de
exploracdo. Neste grupo estdo inclusas as proteinas fosfolipases, p-exotoxinas,
proteases e quitinases (SCHNEPF et al., 1998).

2.2. Proteinas Cry

As proteinas Cry podem adquirir formas bipiramidais, cuboidais,
retangulares e irregulares. Cada uma dessas formas esta relacionada com uma
classe diferente de genes cry (SCHNEPF, et al., 1998). As proteinas sao
classificadas com base em dois aspectos distintos, assim elas podem ser
classificadas a partir da similaridade das suas sequéncias, ou por apresentar
atividade inseticida a algum organismo alvo (CRICKMORE et al., 1998). Assim
podem existir proteinas Cry vindas de outros organismos como é o0 caso da
Cryl6Aa que foi clonada de Clostridium bifermentans (BARLOY et al., 1996),
ou que nado formam cristais, como a Crylla produzida pela cepa T01-328
isolada do solo da regido de Cubatéo/SP. Essa proteina é soltuvel e produzida
na fase de desenvolvimento vegetativo da bactéria (VARANI et al., 2013).

O nome de cada proteina é dividido em quatro niveis, em que o primeiro
namero € o primeiro nivel. Todas as toxinas que possuem 0 mesmo numero no
primeiro nivel possuem 45% de similaridade genética. Dentro deste nivel de
classificacdo sao encontrados, atualmente cerca de 73 grupos diferentes (Cryl,

Cry2, Cry3) (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/).

O nivel de similaridade vai aumentando entre as proteinas, conforme
aumentam os niveis descritores compartilhados pelas mesmas. Aquelas que
compartilham do quarto nivel descritor possuem 99% de homologia em suas
sequéncias (CrylAal, CrylAa2 etc).

Apesar de existir uma grande diversidade entre as proteinas Cry, Hofte e
Whiteley (1989) descreveram a presenca de cinco blocos de regides
conservadas na maioria de suas sequéncias. A maioria das toxinas possui pelo
menos uma dessas cinco regides conservadas, sugerindo que a presenca
dessas regifes esta relacionada com sua estrutura e funcdo. S&o encontradas

proteinas com diferentes tamanhos variando de 60 a 140 kDa, nas proteinas de



maior tamanho é encontrada a fracdo C-terminal, que ndo é determinante no
seu modo de acédo (PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013).

O mecanismo de acédo das proteinas cristal segue uma série de eventos
e comeca a partir da solubilizacdo e ativacao da proteina Cry, no meséntero da
larva hospedeira (PIGOTT; ELLAR, 2007). Essa solubilizacdo e ativagcao
ocorrem por meio da clivagem de parte da proteina; essa quebra ocorre nas
pontes de dissulfeto entre os aminoacidos das fracbes C-terminal e N-terminal,
por enzimas proteoliticas presentes no meséntero larval. As enzimas
proteoliticas mais comumente encontradas sdo a tripsina e a quimiotripsina.
Essa fase é influenciada, sobretudo, pela condi¢éo fisico-quimica do meséntero
e da composicao do cristal, ocorrendo em condi¢des de pH alcalino (ADANG,;
CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014).

A seguir a proteina na sua forma ativada passa por uma sequéncia de
eventos de unido aos receptores presentes no meséntero do inseto, o que leva
a sua insercdo e formacédo de poros na membrana epitelial. A formacdo de
poros na regido apical das membranas das células do intestino médio da larva
€ explicada pela formac&o de um canal idnico ndo seletivo que leva ao inchaco,
e rompimento das células com consequente morte larval (PIGOTT; ELLAR,
2007). Com relacdo aos eventos de ligacdo é atribuida grande importancia a
algumas proteinas que funcionam como receptores das proteinas de B.
thuringiensis. Neste grupo encontram-se as aminopeptidases (APN), as
fosfatases alcalinas (ALP) e as caderinas (CAD).

As proteinas Cry tém trés regifes de dominios. Esses dominios estéo
relacionados com o mecanismo de acdo da proteina, e cada dominio tem uma
participagcdo dentro do mecanismo. O dominio | € composto por Varias
estruturas a-hélices (7 a 8) em volta da a-hélice 5, que possui caracteristica
hidrofobica. Esse dominio interfere nos eventos de insercdo na membrana e
formacdo do poro. O dominio Il possui uma estrutura em B-folha e esta
envolvido com a unido das proteinas aos receptores da membrana e
oligomerizacédo. O dominio Il atua na unido com o receptor e possivelmente na
insercdo na membrana (ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014).



2.3. Helicoverpa armigera

H. armigera conhecida popularmente como a lagarta do algodoeiro, &
uma das pragas de maior relevancia e impacto na agricultura mundial. Com
ocorréncia em paises da Asia, Europa, Africa e Australia, causam danos de
produtividade na ordem de 2 bilhdes de ddlares anuais, além de custos
socioecon6micos e ambientais associados ao seu controle (TAY et al., 2013).

No Brasil o registro do primeiro relato de lagartas de H. armigera
ocorreu em plantagbes de algoddao na Bahia, na safra 2011/2012. Foram
registrados também ataques nas culturas da soja, milho convencional e
transgénico. Na safra 2012/2013 os ataques se repetiram nessa regido,
alcancando também a cultura do feijdo. Nessa mesma safra o ataque de H.
armigera nédo ficou restrito apenas a regido da Bahia, alcancou também os
estados do Maranhdo e Piaui nas lavouras de soja. No Mato Grosso foi
encontrada em lavouras de algodao, soja e milho e em Goias na cultura da soja
e na cultura do tomateiro (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

Sua severidade como inseto-praga envolve aspectos como habito
alimentar polifago, boa capacidade de dispersdo, e adaptacdo a diferentes
ambientes e cultivos. Entre espécies silvestres e cultivadas é relatada a
ocorréncia de mais de 100 espécies hospedeiras. Quanto as partes atacadas
nas plantas, as lagartas de H. armigera possuem preferéncia pelos 6rgaos
reprodutivos, como brotos, inflorescéncias, frutos e vagens, porém também se
alimentam de folhas e caules (CZEPAK et al., 2013)

O ciclo bioldgico holometabolo tem duracéo de 40 a 45 dias da postura
ao adulto. Os ovos possuem coloracdo que varia de branco-amarelada, no
inicio da postura, a marrom-escuro quando estd préximo o momento da
eclosdo da larva. A deposicdo dos ovos ocorre de forma isolada ou em
pequenos grupos, e seu periodo de incubacédo varia de 2 a 12 dias. O periodo
larval de 13 a 22 dias € composto com o desenvolvimento de seis distintos
instares. Nesta fase pode-se identificar caracteristicas determinantes na
determinacado ou classificacdo da espécie, séo elas, a presenca de tubérculos
abdominais escuros e bem visiveis na regido dorsal do primeiro segmento
abdominal e a textura coriacea do seu tegumento (ALlI; CHOUDHURY, 2009;
AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).



O periodo de pupa dura de 10 a 15 dias, na natureza ocorre no solo e
por alguma condic&o de estresse abidtico, as pupas podem entrar em diapausa
(KARIM, 2000). A longevidade dos adultos € de aproximadamente oito dias e
possuem preferéncia por flores que produzem néctar.

A implantacdo de estratégias de controle para o0 manejo de pragas €
realizado a partir do monitoramento populacional do inseto no ecossistema
atacado. Apos verificagdo do nivel populacional, realizado por monitoramento
de ovos, lagartas, pupas e adultos € possivel prever a necessidade e o tipo de
controle a ser utilizado. O Manejo Integrado de Pragas (MIP) preconiza a
utilizagcdo de formas de controle variadas, com o objetivo de se ter alta
eficiéncia e minimizar o aparecimento de resisténcia. O monitoramento de
adultos pode ser feito com armadilhas luminosas e feroménio, no primeiro tipo
ocorre a captura de machos e fémeas e no segundo ocorre apenas a captura
de individuos machos (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

As formas de controle para H. armigera séo: feromoénio sexual para o
confundimento de machos, controle quimico, controle biolégico e controle
cultural. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
autorizou a liberacdo de alguns inseticidas quimicos com a ressalva da
importancia da rotacdo dos seus principios ativos. Nao sdo reconhecidos
inimigos naturais para H. armigera no Brasil, para tanto pesquisas focadas no
monitoramento de inimigos naturais que podem atacar essa praga Ss&o
valiosos. Parasitoides de ovos do género Trichogramma possuem a¢ao contra
pragas da mesma familia e, portanto pode ser uma alternativa para ovos de H.
armigera. Produtos biolégicos a base de B. thuringiensis e Bacoluvirus séo
indicados com uma boa alternativa, por sua eficiéncia e segurangca ambiental
(AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013; CZEPAK et al., 2013).

2.4. Helicoverpa armigera e Bacillus thuringiensis

O uso de B. thuringiensis como agente de controle, contra H. armigera é
preconizado nos paises com histérico de danos causados por esta praga. Na
Australia o algoddo Bt é utilizado desde 1996, sua primeira versdo continha

apenas a proteina CrylAc em niveis de alta dose. Apds ocorréncia de



populacdes resistentes a proteina CrylAc, em 2003 essa versao foi substituida
pela segunda geracdo de algoddo Bt que expressa a proteina CrylAc e
Cry2Ab. Essa versao rapidamente foi adotada pela maioria dos agricultores
australianos e ela trouxe como beneficios a diminuicdo de 15% no uso de
inseticidas sintéticos em comparacdo com 0s cultivos convencionais
(DOWNES; MAHON, 2012).

Relatos sobre o uso e proteinas Cry em H. armigera apresentam a
proteina CrylAc como a mais toxica para populacdes de lagartas oriundas da
Australia (LIAO; HECKEL; AKHURST, 2002), Espanha (AVILLA et al., 2005) e
Africa do Sul (LI; BOUWER, 2012). As proteinas do grupo Cry2 (Cry2Aa e
Cry2Ab) e outras proteinas do grupo Cryl (CrylAb, CrylAa, CrylAa) também
sdo toxicas a essa praga.

Ao longo dos anos além do efeito individual das proteinas isoladas de B.
thuringiensis foram realizados estudos de interagdo das mesmas in vitro ou in
Vivo, por meio de ensaios de unido e bioensaios, respectivamente. Ibargutxi et
al. (2008) estudaram o efeito de interacdo entre as proteinas CrylAc, Cry2Aa e
CrylFa. Os testes foram realizados com uma populacdo de origem egipcia e
apesar de ndo ser encontrado efeito individual da proteina CrylFa, quando a
mesma foi combinada a CrylAc houve um efeito aditivo. Para a combinagao de
CrylAc com Cry2Aa a interagdo foi de natureza sinérgica. Li e Bouwer (2014)
avaliaram a relagdo sinérgica de proteinas Cry em H. armigera, e encontraram
uma relacdo de sinergismo entre CrylCa e as proteinas CrylAa, CrylAb,
CrylAc e Cry9Aa.

Esses estudos de interagcdo sao realizados com o objetivo de impedir o
desenvolvimento da resisténcia de H. armigera as proteinas de B. thuringiensis.
Na China, por exemplo, foi registrada uma frequéncia de alelos mutantes
relacionados com a resisténcia das larvas a proteina CrylAc, sendo que essa
mutacdo tem origem no receptor do tipo caderina (ZHANG et al.,, 2013).
Andlises in vitro revelam que a resisténcia a proteina CrylAc pode ser
explicada pela falta da ligacdo aos receptores do epitélio médio intestinal
(AKHURST et al., 2003).

A identificacdo dos receptores das proteinas de B. thuringiensis
presentes em H. armigera tem sido realizada por diversos autores. Ning et al.

(2010) identificaram duas fosfatases alcalinas (APL) de H. armigera e as
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caracterizaram como sitios de unido da proteina CrylAc. Os autores ressaltam
a importancia desse receptor para toxicidade de CrylAc, cuja extensao das
APLs encontradas foram de 68 kDa, o que indica uma possivel existéncia de
residuos GalNAc que sdo presentes em proteinas ancoradas por glicosil
fosfatidil inositol (GPI), caso das aminopeptidases e fosfatases alcalinas.
Angelluci et al. (2008) identificaram cinco aminopeptidases, obtidas a partir das
BBMVs de H. armigera, em que houve afinidade de unido com a proteina
CrylAc, dentro das cinco proteinas identificadas quatro delas foram
classificadas e agrupadas no mesmo clado de APNs de lepidépteros.

Andlises de unido das proteinas com as células presentes no meséntero
larval sdo fundamentais para avaliar as combinac¢des que podem ser realizadas
na construcdo de plantas piramidadas. Proteinas do grupo Cryl compartilham
0 mesmo sitio de unido em H. armigera e em outros lepidopteros de
importancia  agrondémica (HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2005;
HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013; DAVOLOS et al., 2015).

A similaridade entre os aminoacidos presentes nessas regides proteicas
pode explicar a existéncia da competicdo por proteinas do grupo CrylA a um
mesmo receptor O reconhecimento dos receptores pelas proteinas inseticidas
esta relacionado com os dominios Il e lll das proteinas (SCHNEPF et al., 1998;
PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013). As proteinas CrylAb e CrylAc
possuem um alto nivel de similaridade genética na regido do dominio II,
enquanto CrylAa e CrylAb sdo muito similares para a regido do dominio Il
(BRAVO, 1997; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Expresséao das proteinas

As proteinas testadas foram CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylCa e
estdo clonadas em linhagens recombinantes de Escherichia coli XL-1 Blue
expressando uma Unica proteina. Estes clones foram gentilmente cedidos por
Dr. Ruud A. de Maagd (Plant Research International - Wageningen, Holanda).

A expressdo de cada proteina foi realizada de acordo com protocolo
descrito por Herrero et al. (2004). Os clones foram cultivados em meio TB
(Terrific Broth) (12 g de triptona; 24 g de extrato de levedura; 2,31 g de
KH,POy; 12,54 g de K;HPOg4; 4 mL de glicerol; g.s.p. 1000 mL), + ampicilina
(100 pg.mL™) em todas as etapas de produc&o. A primeira etapa do cultivo foi
composta pela inoculagdo do clone em placas de Petri contendo meio TB
sélido, para tanto foi adicionado ao meio, agar numa concentracéo de 1,5% v/v.
As placas permaneceram em ambiente com temperatura de 37°C por 24 horas.
Apos o desenvolvimento em meio so6lido foi transferida uma colbnia bacteriana
para 20 ml de meio liquido com incubacéo a 37°C, por 12 h sob agitacdo de
200 rpm. Por ultimo, um volume de 2,5 ml desse cultivo foi transferido para um
erlenmeyer (capacidade de 1 L) contendo 250 ml de meio e incubados durante
60 h, a 28°C sob agitacdo de 200 rpm. Nas fases iniciais da producao (cultivo
em meio solido e pré-inoculo) foi adicionada glicose 2% para suprimir a
expressdo das proteinas que nesta fase ocorre de maneira exponencial
afetando o desenvolvimento celular e as etapas posteriores. As células
cultivadas foram coletadas por centrifuga¢do por 8 min a 7000 rpm, o conteudo
celular precipitado (pellet) obtido foi pesado e mantido a -20°C por pelo menos
30 min.

Para o rompimento celular foi utilizado tampao 50mM Tris/HCI pH 8,0
contendo 5mM de EDTA e 100mM de NaCl com lisozima (800 ug/g de ppt.
bacteriano). A suspensao foi tratada com desoxicolato de sodio [acido
desoxicolico (sal sodico)] e solugcdo de DNAsel (1 mg/mL), para completa
remocao do DNA. Foi iniciada entdo a etapa de lavagem com 20mM Tris/HCI
pH 7,5 contendo 1M de NaCl e 1% de Triton X 100, por trés vezes. Seguida de

trés lavagens com solucdo salina tamponada contendo fosfato - 10mM
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Na;HPO4/KH,;PO4, pH 7,4 dissolvidos em 0,8% (p/v) NaCl. Como etapa final foi
realizada a solubilizacdo das proteinas Cry em tampdo 50 mM NaHCO3; pH
10,0 contendo 100 mM NaCl + 10 mM DTT (adicionado imediatamente antes
do uso) e incubacado por 3 h a temperatura ambiente sob agitacdo horizontal.
Essa etapa foi seguida de centrifugacdo por 15 min a 15000 rpm a 4°C. O
sobrenadante contendo a proteina solubilizada foi coletado e filtrado em
membrana de poliestireno de 0,44 mm.

A expressdo das proteinas foi verificada em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) 12%, segundo Laemmli (1970).
As proteinas visualizadas em gel de SDS-PAGE foram quantificadas por
densitometria utilizando o software ImageQuant TL v. 8.1 (GE Healthcare),

como padrao foi utilizado soroalbumina bovina (BSA).

3.2. Bioensaios

Os bioensaios foram realizados com lagartas neonatas de H. armigera
oriundas de uma populagdo de Luis Eduardo Magalhdes (LEM) na Bahia. A
populacdo de H. armigera utilizada estd instalada no Laboratério de
Resisténcia de Artropodes e Taticas de Controle do Departamento de
Entomologia e Acarologia da ESALQ/Piracicaba.

Os ensaios foram realizados em placas de poliestireno de 128 — poc¢os
(Cell Wells, Corning Glass Works) com dieta artificial semi-sélida (Tabela 1).
Uma aliquota de 50 pl do lisado proteico foi aplicada na superficie de cada
poco. As bandejas foram mantidas em ambiente com temperatura de 26 + 2°C
e fotoperiodo de 14 h de luz: 10 h de escuro. A mortalidade foi verificada aos

sete dias ap0s a exposicao a dieta tratada.



Tabela 1: Composicdo da dieta artificial de H. armigera utilizada nos ensaios.

(Adaptada de LIAO; HECKEL; AKHURST, 2002).

13

Ingredientes Quantidade
Feijao branco (g) 206
Germe de trigo (g) 164
Farelo de soja (Q) 82
Leite em pod (g) 62
Levedura de cerveja (g) 103
Acido ascorbico (g) 9,8
Acido soérbico (g) 5
Nipagim (g) 11,6
Formaldeido (ml) 10
Tetraciclina (g) 0,2
Agar (9) 35
Agua (mL) 2400
Solugéo vitaminica* (mL) 16

*Solugdo vitaminica (Acido Folico 0,125g, biotina 0,01mg, vitamina B12 0,001g,

vitamina B6 0,125g, vitamina B2 0,25¢, vitamina B1 0,125g, vitamina B5 0,5¢g, vitamina B3 0,5¢g

3.2.1. Bioensaio de toxicidade

A suscetibilidade da praga em relacédo as proteinas CrylAa, CrylAb,

CrylAc e CrylCa foram testadas em delineamento inteiramente casualizado

composto por 9 tratamentos: 4 proteinas em suas formas ativadas e néo

ativadas e 1 testemunha composta pelo tampdo de solubilizagdo. Foram

utilizadas 100 lagartas por tratamento distribuidas em quatro repeticbes de 25
lagartas cada. A concentracéo utilizada foi de 1000 ng/cm? para cada proteina
testada. Para comparacdo dos tratamentos foi realizada uma analise

comparativa das médias de mortalidade, por meio do teste de médias de Tukey

a 5% de probabilidade com o auxilio do software Assistat.
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3.2.2. Bioensaio de dose resposta

As proteinas com mortalidade média superior a 80% foram submetidas
aos bioensaios de dose resposta e estes foram realizados de maneira analoga
a descrita acima. Foram testadas seis concentracdes diferentes para cada
proteina (Tabela 2) com 50 larvas neonatas, distribuidas em duas repeticbes
de 25 lagartas acondicionadas nos pocos contidos na bandeja de forma
individual. A testemunha foi composta pelo tampao de solubilizacdo das

proteinas Cry.

Tabela 2: Concentraces em ng/cm? utilizadas nos bioensaios de dose

resposta para cada proteina testada.

Proteinas Concentragdes

CrylAa 39,06 78,12 156,25 312,5 625 1250
CrylAb 6,25 12,50 25 50 100 200
CrrlAc 15 3 6 12 24 48

Os valores de mortalidade para cada concentracdo testada foram
submetidos a andlise de Probit (Finney et al., 1971), pelo programa POLO-PC
(LeOra Software, 2003). Nesta analise foram estimadas as concentracdes
letais necessarias para controlar 50% e 90% das larvas (CLsg € ClLgo) € 0s

angulos das curvas de dose resposta de cada proteina no controle larval.

3.3. Coleta de intestinos e preparo das vesiculas

Os intestinos de larvas de quarto instar de H. armigera foram dissecados
com o auxilio de pincas e tesoura (ESCRICHE et al., 1995), lavados em
tampao MET gelado (250 mM Manitol, 17 mM Tris-HCl e 5 mM EGTA; pH 7,5),
congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80°C (HERNANDEZ et al.,
2004).

As vesiculas foram preparadas pelo método de precipitacdo diferencial
de magnésio descrito por Wolfersberger et al. (1987). Para tanto, aliquotas de

1,5 g de intestino das lagartas foram transferidas para tubos contendo 10 ml de
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tampao de homogeneizacao (300mM de manitol, 17mM de Tris-HCI, 10mM de
Hepes, 5mM de EGTA, 2mM de DTT, 1mM de EDTA e 1mM de PMSF, pH
7,4.) gelado e foram submetidas a homogeneizacdo em aparelho Turrax
(Marconi) por 9 pulsos com duracao de 1 min por vez e pausa de 1 min. Apés a
homogeneizacgéo, foram adicionados 10 mL de solucdo gelada de MgCl, a 24
mM e a mistura foi incubada em gelo por 15 min. Apds este periodo, as
amostras foram centrifugadas a 4500 rpm por 15 min a 4 °C. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo e centrifugado novamente a 10000 rpm por 1lhr e
30min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em
2,5 ml de tampao de homogenizacdo e 5ml de MgCl, a 24mM, incubado em
gelo por 15min e centrifugado a 4500rpm durante 15min a 4°C. O
sobrenadante coletado foi novamente centrifugado a 15000 rpm por 40min e 0
sedimento ressuspendido em 500 pl de tamp&o de homogeneizacgéao.

A concentracdo das BBMVs de cada preparacéo foi determinada pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976) e aliquotas foram armazenadas a -80
°C.

3.4. Ativacao e purificagdo das proteinas

As proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc foram ativadas por protedlise
usando tripsina pancreatica bovina (Sigma) a 10%. A reacdo, composta por
proteina e tripsina foi mantida por 1h 30m a 37 °C e 140 rpm. A ativacao foi
verificada em SDS-PAGE 12% (ESCUDERO et al., 2006) e as proteinas foram
entdo submetidas ao processo de purificacéo.

O processo de purificagcdo das proteinas seguiu o principio da troca
cationica, através de uma coluna HiTrap (GE). Foram coletadas fracdes de 0,5
mL em tubos de 1,5 mL contendo a proteina purificada em tampéao de eluicdo
(20 mM Tris HCI, 0,5 M NaCl, pH 8,6). A verificacdo das proteinas purificadas
foi realizada em gel de SDS-PAGE 12%. Assim como a concentracdo das
BBMVs, a concentracdo das proteinas puras também foi mensurada pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976).
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3.5. Marcacdo das proteinas com biotina

As proteinas ativadas foram marcadas com biotina usando “Kit ECL
Protein Biotinylation Module” (RPN 2202; Amersham, Little Chalfont, United
Kingdom), de acordo com as instrugdes do fabricante.

As proteinas foram eluidas a partir de colunas Sephadex G25 (P10
Desalting - Amersham) com 10 mL tampé&o PBS 1X (8x 10-4g/ml de NacCl, 1,44
x 10-4g/ml de Na,HPQ,, 0,2 x 10-4g/ml de KCI, 0,24 x 10-4g/ml de KH,PO,),
pH 7,4. Fragdes com volume de 500 pL foram coletadas e quantificadas.

Para verificacdo da marcacao foi realizada uma analise de Dot blotting,
onde 1,5 ul de cada amostra foram adicionados a uma membrana previamente
quadriculada e mantido em repouso por 5 minutos. Posteriormente foi
adicionada uma solucéo bloqueadora contendo 10 mL de tampdo PBS 1X,
Tween 20 0,1% (v/v) + 0,3 g de reagente de bloqueio, mantidos sob agitacao
por 5 min a temperatura ambiente. A membrana foi lavada trés vezes com
solugéao PBS 1X, Tween 20 0,1% (v/v) sob agitacao a temperatura ambiente. A
membrana foi entdo incubada com anticorpo estreptavidina-fosfatase- AP-
Conjugate (ROCHE) em TBS (0,05 mM Tris-HCI, 015 mM NaCl, pH 7.5) +
Tween 20 0,1% (v/v) diluicdo 1:2000. E a revelacao foi realizada com solucao
de NBT/BCIP Liquid Substrate System (Sigma Life Science).

As diferentes fragbes das proteinas biotiniladas foram submetidas a
eletroforese em gel de SDS-PAGE a 9%. ApoOs a eletroforese, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL -
Amersham) para a analise por Western blotting. A eletrotransferéncia das
proteinas foi realizada em tampao de transferéncia [Tris-base 25mM, glicina
192mM e metanol 20% (v/v)] a 100 V, 350 mA por 1 h. Apés a transferéncia a
membrana foi acondicionada por 5 min em solu¢cdo TBS. As ligacGes foram
bloqueadas com uma solucéo de TBS, Tween 20 0,1% (v/v) + 5% de reagente
de bloqueio sob agitacao horizontal por 1 hora. A etapa seguinte foi constituida
por duas lavagens da membrana com a solucédo TBS por 10 segundos e uma
por cinco minutos. A deteccdo das membranas foi realizada de forma analoga
ao Dot blotting com a utilizacdo do anticorpo estreptavidina-fosfatase - AP-
Conjugate (ROCHE) em TBS (0,05 mM Tris-HCI, 015 mM NaCl, pH 7.5) +
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Tween 20 0,1% (v/v) diluicdo 1:2000. A revelagao foi feita com solucdo de
NBT/BCIP Liquid Substrate System (Sigma Life Science).

3.6. Ensaio de unido e competicdo entre as toxinas marcadas e as BBMVs
de H. armigera

Para o ensaio de ligacdo, 100 ng de proteinas marcadas com biotina
foram incubadas por 1h 30 min com 20ug BBMVs em 100 pyL de tampao de
unido (tampéao fosfato: 8 mM Na,HPO4, 2 MM KH,PO,4, 150 mM NacCl [pH 7,5] e
0,1% soro albumina bovina). Os ensaios de competicdo foram realizados
segundo a metodologia descrita por Fernandez et al. (2006). Para tanto as
incubagdes foram realizadas com um excesso de 40, 200 e 1000 vezes com as
proteinas ndo marcadas em 100ul de tamp&o de unido a temperatura ambiente
durante uma hora e meia. As competicdes heterdlogas foram realizadas entre
as proteinas CrylAa marcada e CrylAb ndo marcada, CrylAa marcada e
Crl1Ac nédo marcada e CrylAb marcada e CrylAc ndo marcada.

As BBMVs foram lavadas duas vezes com 500 pL de tamp&o de unido
e ressuspendidas em 15 pL de tampé&o de uniédo e 10 yL de tampao de amostra
de eletroforese (LAEMMLI, 1970). As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel SDS-PAGE 9% e em seguida transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Hybond ECL — Amersham). A metodologia para
realizacdo do Western blotting seguiu 0s mesmos passos descritos no item

anterior.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas em sua forma ndo ativada apresentaram um tamanho de
aproximadamente 135 kDa. Apds a reacdo de ativacdo com tripsina, as

proteinas passaram a ter um tamanho de aproximadamente 60 kDa (Figura 1).

140 kDa —

100 kDa —>
70 kDa —>

50 kDa —

Figura 1: Proteinas Cryl ativadas e nao ativada. M.M: marcador molecular
Fermentas, 1: CrylAa nao ativada; 2: CrylAb ndo ativada; 3. CrylAc
nao ativada; 4. CrylCa nao ativada; 5: CrylAa ativada; 6: CrylAb
ativada; 7: CrylAc ativada; 8: CrylCa ativada.

Os resultados do bioensaio de toxicidade revelaram alta mortalidade
(valores maiores que 80%) para as proteinas CrylAc e CrylAb tanto em sua
forma ativada e ndo ativada, pois ndo houve diferenca estatistica entre esses
tratamentos. A proteina CrylAa também teve um alto indice de mortalidade
para a sua forma nao ativada, o mesmo nao ocorreu com a CrylAa ativa que
registrou uma mortalidade de 64%. Esses dados corroboram com os dados
encontrados por Tabashnik et al. (2011) e Xu et al. (2005), que demonstraram
uma reducdo da resisténcia de populacdes de H. armigera e H. zea as
proteinas ndo ativadas. Taxas de mortalidade maiores para protoxinas podem
estar relacionadas com a composicao de proteases presentes no intestino da
larva hospedeira. O conjunto de diferentes proteases afeta a taxa de conversao

da protoxina em toxina (GOMEZ et al., 2014). A proteina Cry1Ca mostrou baixa



19

taxa de mortalidade e, portanto ensaios de dose resposta ndo foram
conduzidos com ela (Tabela 3).

Tabela 3. Taxas de mortalidade em porcentagem (%) de H. armigera a
diferentes proteinas Cryl em suas formas ativadas e nao ativadas.

Tratamentos Mortalidade (%)
CrylAa (nado ativada) 100 a

CrylAa (ativada) 64 b

Cryl1lAb (nao ativada) 98 a

CrylAb (ativada) 90 a

CrylAc (n&o ativada) 96 a

CrylAc (ativada) 100 a

CrylCa (n&o ativada) 6 cd

CrylCa (ativada) 22 C
Testemunha od

Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si.

Nos ensaios de dose resposta dentre as proteinas avaliadas a proteina
CrylAc apresentou maior toxicidade para lagartas neonatas de H. armigera,
para os niveis de CLso e ClLgo. Os valores do intervalo de confianga da CLso ndo
se sobrepuseram, dessa forma, pode-se afirmar que as trés proteinas
apresentaram niveis de toxicidade diferentes estatisticamente. Para a ClLsy a
proteina CrylAc foi dez vezes mais toxica comparada com a proteina CrylAb e
aproximadamente trinta vezes mais téxica que a proteina CrylAa. O mesmo
ocorreu em relacdo a Clgg, exceto entre CrylAc e CrylAa, pois neste caso
CrylAc foi vinte e trés vezes mais toxica que CrylAa. Entre as proteinas
CrylAb e CrylAa houve sobreposicdo dos valores de intervalo de confianca

para a CLg classificando-as com o mesmo nivel de eficacia. (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores estimados das concentracdes letais CLsp € ClLgg em ng/cm2
para lagartas neonatas de H. armigera.

Proteinas b + (EP)* CLso (95% IC)? CLgo (95% IC)?
CrylAa  1,64+015  277,3(222,0 — 344, 9) 1675,75 (1197,6 — 2644, 5)
CrylAb  1,34+0,17 87,5 (65,6 — 127,2) 787,27 (423,6 — 2138,0)
CrylAc  1,39+0,18 8,8 (5,9 — 15,0) 72,87 (32,9 — 395,8)

Valor do angulo da curva de regressdo + erro padrdo; “Concentracéo letal
estimada (ng de proteina por cm®); e Intervalo de confianca a 95% de
probabilidade

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores em
populacbes da Africa do Sul em que a proteina CrylAc aparece como a mais
toxica seguida das proteinas Cry2Aa, CrylAb e CrylAa (LI; BOUWER, 2012).
Em populacfes do Sul da Espanha Avilla et al. (2005) relataram que a proteina
CrylAc4 foi mais toxica que a proteina Cry2Aal.

H. armigera é considerada uma praga de grande impacto para regioes
da Africa do Sul, Austrélia, india e China (LIAO; HECKEL; AKHURST, 2002;
GUJAR et al., 2007; LI; BOUWER, 2012; ZHANG et al., 2013). Nestes paises a
bactéria B. thuringiensis é utilizada como alternativa de controle, sobretudo na
forma de cultura Bt, na China o algodao transgénico que expressa a proteina
CrylAc é utilizado em seus programas de controle desde 1997 (ZHANG et al.,
2013). Liao, Heckel e Akhurst, (2002) encontraram valores de ClLso de 115
ng/cm? para a proteina CrylAc em uma populacdo oriunda da Austrélia,
mantida em laboratorio por 30 geracdes livre da exposicdo de inseticidas,
sendo treze vezes menos toxica comparada com os valores encontrados neste
trabalho. Essa diferenca pode existir devido as caracteristicas presentes nas
populacbes e a pressdo de selecdo existente na Austrdlia onde casos de
resisténcia ja foram registrados.

Bird & Akhurst (2007) verificaram que larvas neonatas de H. armigera,
oriundas de diversos hospedeiros, como milho, algodao, tomate, sorgo, feijao-
guandu apresentaram CLsg para a proteina CrylAc variando entre 23,3 a 107,6
ng/cm?. VariacBes quanto a susceptibilidade da praga a uma proteina de B.
thuringiensis ocorrem entre as populacbes estudadas, dessa forma, uma
mesma proteina pode apresentar maior ou menor toxicidade a diferentes

populacbes. Essas diferencas podem ser atribuidas em funcdo da forma de
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aplicacdo da proteina, da dieta utilizada, a maneira de ativacdo da toxina e aos
métodos de quantificacéo.

Os valores absolutos de CLsp e CLgy S0 0 primeiro passo na busca de
proteinas inseticidas com potencial para implantacdo em programas de
controle de pragas. Porém, é necesséria a realizacdo de estudos mais
elaborados. Como exemplo podemos citar estudos que mostram a interacéo
dessas proteinas, a elucidacdo do modo de acdo das proteinas, identificacédo
de receptores bem como mutacdes e expressdes diferenciais.

Uma das alternativas que podem ser implantadas em programas de
Monitoramento Integrado de Pragas (MIP) € a utilizacdo de plantas
transgénicas que expressam mais de uma proteina inseticida. A construcao
dessas plantas € baseada na combinacdo mais adequada entre as proteinas a
serem utilizadas. Para tanto, a interacdo das proteinas pode ser avaliada in
vivo, por meio de bioensaios ou avaliando a forma como essas proteinas se
ligam aos receptores presentes nas células epiteliais do intestino médio do
hospedeiro.

Esses ensaios de interagcdo sdo compostos por proteinas marcadas e
ndo marcadas. A verificacdo da marcacao das proteinas com biotina atraves da
técnica Western blotting revelou a presenca de bandas bem marcadas com
cerca de 62 KDa para as proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc (Figura 2). Esses
resultados demonstram que as proteinas se ligaram a biotina e apresentam-se

integras apos passarem pelo processo de marcacao.

Cry 1

Aa Ab Ac
70 kDa—>

J — i

Figura 2: Marcacao das proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc com biotina.

As trés proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc se ligaram aos receptores
presentes nas microvilosidades do meséntero de H. armigera (Figura 3). Lu et
al. (2013) relataram uma alta afinidade de ligacdo entre as BBMVs de H.

armigera e as proteinas CrylAb e CrylAc. Os autores observaram que o nivel
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de saturacdo no sitio de ligagdo ocorreu com o aumento da concentracdo de
BBMV utilizada no experimento.

Cry 1
Aa Ab Ac
+ + +

Figura 3: Unido das proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc marcadas com biotina
aos receptores presentes nas lagartas de H. armigera. O sinal
positivo indica a unido das proteinas aos receptores de BBMVs
preparadas a partir do meséntero larval.

As proteinas que apresentaram unido com as vesiculas da espécie alvo
podem ter se ligado aos trés receptores APN, ALP e/ou CAD, pois estes foram
descritos na literatura como sitios de acéo de proteinas de B. thuringiensis a H.
armigera (PIGGOT; ELLAR, 2007).

A ligacao das proteinas aos receptores € um dos determinantes para a
especificidade das proteinas Cry, diferentes proteinas podem competir pelo
mesmo receptor ou ligar-se a receptores diferentes na membrana.

Nos ensaios de competicdo homoldga a adigdo das proteinas CrylAa,
CrylAb e CrylAc nao marcadas em excesso, possibilitou a ligacdo das
mesmas, indicando que essas ligacdes sdo especificas. A proteina CrylAc se
comportou de forma diferente das demais, pois a adicdo da proteina ndo
marcada em excesso de 40 X permitiu a sua ligagdo, enquanto para as
proteinas CrylAb e CrylAa as proteinas ndo marcadas se ligaram quando
presentes em excesso de 1000 X (Figura 4). Porém, esse resultado pode ser
um falso positivo devido a problemas no processo de quantificacdo, em que a
proteina CrylAc poderia estar em quantidades subestimadas em relacdo as
demais.

Herrero et al. (2001) e Alcantara et al. (2004) demonstraram que as
proteinas, CrylAc e CrylAb possuem ligacbes especificas com 0s receptores
de populacdes de Plutella xylostella e Chilo suppressalis. Jurat-Fuentes e

Andang (2001) relataram através de analises de Ligand blotting ha existéncia
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de trés possiveis receptores diferentes para as proteinas CrylAb e CrylAc e

um receptor para Cryl Aa em populacdes de Heliothis virescens.

0 X 40 X 200 X 1000 X

1

0 X 40 X 200 X 1000 X
2 il e

0 X 40 X 200 X 1000 X
3

Figura 4: Competicdo homologa. Linha 1: CrylAa marcada e CrylAa nao
marcada. Linha 2: CrylAb marcada e CrylAb n&o marcada. Linha
3: CrylAc marcada e CrylAb ndo marcada. Os valores 0X, 40X,
200X e 1000X representam a quantidade de vezes que a proteina
ndo marcada foi colocada em excesso.

Os ensaios de competicdo heteréloga revelaram que ha um
compartilhamento pelo mesmo receptor de H. armigera. Em todas as
combinacdes testadas (CrylAa marcada x CrylAc ndo marcada; CrylAa
marcada x CrylAb ndo marcada; CrylAb marcada x CrylAc ndo marcada) a
competicdo ocorreu com a adicdo de 1000 X da proteina ndo marcada (Figura
5).
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Proteinas ndo marcadas

Cryl Ac

0X 40X 200 X 1000 X
1 Cryl Ad e pam®

Cryl Ab

0X 40X 200 X 1000 X

2 Cryl Aa _

Cryl Ac

Proteinas marcadas

0X 40X 200 X 1000 X

3 Cryl Ab s e

Figura 5: Competicdo heterdloga. Linha 1: CrylAa marcada e CrylAc nao
marcada. Linha 2: CrylAa marcada e CrylAb ndo marcada. Linha
3: CrylAb marcada e CrylAc ndo marcada. Os valores 0X, 40X,
200X e 1000X representam a quantidade de vezes que a proteina
ndo marcada foi colocada em excesso.

Hernandéz-Rodriguez & Ferré (2005) também verificaram o
compartilhamento de mesmo receptor para proteinas do grupo Cryl em H.
armigera. Utilizando proteinas marcadas com biotina de CrylFa, os autores
relataram a competi¢cdo pelo mesmo sitio ativo entre CrylAc e CrylJa.

Estudos de competicdo heterdloga entre as proteinas CrylAa,CrylAb e
CrylAc aos receptores do meséntero de outras espécies de lepidéptera foram
realizados por diferentes grupos. O compartilhamento do mesmo receptor para
as referidas proteinas foi constatado em: Ostrinia nubilales, Spodoptera
frugiperda, Cnaphalocrocis medinale, Marasmia patnalis,Plutella xylostella,
Diatraea saccharalis, Heliothis virescens, Helicoverpa zea e Pectinophora
gossypiela (BALLESTER et al., 1999; KARIM; DEAN, 2000; KARIM et al., 2000;
JURAT-FUENTES; ADANG, 2001; LI et al., 2004; HERNANDEZ-RODRIGUEZ
et al., 2013; DAVOLOS et al., 2015)

A similaridade na sequéncia de aminoéacidos nas regides Il e lll das
proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc pode ser a principal causa de

compartilhamento de receptor em espécies de lepidopteros-praga, visto que
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essas regibes sdo fundamentais e especificas no modo de unido dessas
proteinas aos receptores do meséntero do inseto (SCHNEPF et al., 1998;
PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013).

Carriére, Crickmore e Tabashnik (2015) levantaram hipéteses de que a
similaridade nas regides dos dominios Il e Ill entre diferentes classes de
proteinas Cryl podem resultar no desenvolvimento de resisténcia cruzada e
em efeitos antagbnicos. Li e Bouwer (2014) constataram interacao antagonica
entre as proteinas CrylAa:CrylAb e CrylAa:.crylAc, quando testadas em
bioensaio de interacdo para H. armigera. Ibargutxi et al. (2008) verificaram
acao sinérgica entre as proteinas CrylAc e CryAa em uma populacao do
Egito. Ambos os relatos corroboram ou elucidam as hipoteses levantadas por
Carriére, Crickmore e Tabashnik (2015).
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5. CONCLUSOES

Este trabalho é a primeira linha basica de suscetibilidade de H. armigera
as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylCa no Brasil. O relato de
efetividade das proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc no controle larval da
espécie pode servir como base na adoc¢ao dessas proteinas em programas de
Manejo Integrado de Pragas. A competicdo pelo mesmo receptor alerta ao uso
delas combinadas. O desenvolvimento de plantas transgénicas piramidadas
contendo as proteinas CrylAa, CrylAc e CrylAb deve ser evitado pela
probabilidade de existir efeitos antagbnicos ou o desenvolvimento de
resisténcia cruzada para populacdes de H. armigera no Brasil. Porém, isso ndo
descaracteriza a toxicidade das proteinas de forma isolada as lagartas de H.

armigera e estas podem ser utilizadas em combinagcdo com outras proteinas.
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