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EXPRESSAO DOS GENES vip3Aa E crylla EM Escherichia coli EFETIVOS NO
CONTROLE DE Spodoptera frugiperda

RESUMO - Proteinas inseticidas derivadas de Bacillus thuringiensis (Bt) sdo os
inseticidas bioldégicos mais amplamente utilizados. O trabalho teve por objetivo
avaliacdo da toxicidade das proteinas de Bt, Crylla e Vip3Aa, expressas em
Escherichia coli BL21 (DE3), a fim de verificar a eficiéncia destas toxinas na mortalidade
de Spodoptera frugiperda. Para tanto, empregou-se um par de iniciadores especificos
para amplificar o fragmento correspondente ao gene vip3Aa completo contendo 2370
pb. O fragmento obtido foi clonado no vetor pET SUMO e transformado em células de
E. coli BL21 (DE3) por choque térmico. A expressdo das proteinas Vip3Aa e Crylla
previamente clonado, foi induzida por tiogalactopiranosideo de isopropila (IPTG), e as
proteinas recombinantes com peso molecular de, aproximadamente, 100 e 81 KDa
respectivamente, foram detectadas por SDS-PAGE e Western Blot. Para avaliacdo da
toxicidade os bioensaios foram realizados com as lagartas de primeiro instar que foram
alimentadas com dietas artificiais contendo, na superficie, cinco diferentes
concentracfes da toxina Crylla e cinco diferentes concentracfes da toxina Vip3Aa
recombinante. Os bioensaios foram estabelecidos em delineamento inteiramente
casualizado, com 16 lagartas por repeticao, totalizando 4 repeticdes por tratamento. A
quantificacdo de lagartas mortas pela acao do B. thuringiensis, foi determinada pela
CLso. Os resultados demonstraram a eficiéncia do sistema bacteriano na expressao das
proteinas Vip3Aa e Crylla de B. thuringiensis, resultando em toxinas recombinantes
com elevada toxicidade frente as lagartas de S. frugiperda, o que sugere o0 uso destes
genes na obtencdo de plantas transgénicas, Unicas ou piramidada, resistentes a esta

praga.

Palavras-chave: controle biolégico, bioensaios, toxinas BT, lepdoptera



EXPRESSION OF GENES vip3Aa AND crylla IN Escherichia coli EFFECTIVE IN
CONTROL OF Spodoptera frugiperda

SUMMARY - Insecticidal proteins derived from Bacillus thuringiensis (Bt) are the
most widely used biological insecticides. The study aimed to evaluate the toxicity of Bt
proteins, Crylla Vip3Aa and expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) to verify the
efficiency of these toxins on the mortality of Spodoptera frugiperda. For this we used a
pair of specific primers to amplify the fragment corresponding to the gene vip3Aa
complete containing 2370 bp. The fragment was cloned into pET SUMO vector and
transformed into cells of E. coli BL21 (DE3) by heat shock. The expression of proteins
Vip3Aa and Crylla previously cloned, was induced by isopropyl tiogalactopiranosideo
(IPTG), and the recombinant proteins with a molecular weight of approximately 100 and
81 kDa respectively, were detected by SDS-PAGE and Western blot. To evaluate the
toxicity bioassays were performed with first instar caterpillars that were fed diets
containing artificial, in surface, whit five different toxin concentrations of Crylla and five
different concentrations of recombinant toxin Vip3Aa. Bioassays were established in a
randomized design, with 16 larvae per repetition, totaling four replicates per treatment.
The gquantification caterpillar dead by the action of B. thuringiensis, was determined by
LCso. The results demonstrated the efficiency of the bacterial system in protein
expression Vip3Aa Crylla of B. thuringiensis toxins, resulting in recombinants with high
toxicity against the larvae of S. frugiperda, suggesting the use of these genes in the

production of transgenic plants, single or pyramided resistant to this pest.

Keywords: biological control, bioassays, BT toxins, lepdoptera



| — INTRODUCAO

Ha varios anos os paises industrializados tém iniciado a busca de sistemas de
controle biolégico menos téxicos para os humanos e o ecossistema em geral, de maior
eficiéncia e especificidade. Esta tendéncia se acentuou nos ultimos anos porgue uma
porcentagem elevada dos pesticidas quimicos de uso atual saiu do mercado por
problemas de toxicidade e dano ecoldgico. A dependéncia de fertilizantes oriundos do
petréleo, o aumento da demanda de produtos livres de residuos de agrotdxicos e o0s
avancos cientificos e tecnoldgicos, obtidos pela recente introducdo de ferramentas da
biologia molecular, foram fatores que impulsionaram a ado¢do e o uso do controle
bioldgico como alternativa a utilizacdo dos defensivos quimicos.

Em busca de métodos menos agressivos ao ambiente, no combate a insetos
pragas, tém se iniciado sistemas de controle biolégico utilizando microorganismos
(PRACA et al.,, 2004). Dentre os agentes empregados no controle biolégico, Bacillus
thuringiensis, se destaca por apresentar atividade entomopatogénica contra um largo
espectro de hospedeiros pertencentes as ordens: Lepidoptera, Coleoptera, Diptera
(LERECLUS et al., 1993).

Formulacdes comerciais baseados em B. thuringiensis sao utilizadas para o
controle biologico de pragas em muitas culturas, principalmente na agricultura organica.
Esse agente de controle bioldgico tem alta especificidade e é relativamente seguro para
organismos ndo alvo, mas apresenta limitacdes relativas a persisténcia e eficiéncia.

Essas limitacbes levaram pesquisadores a investir no desenvolvimento de
culturas geneticamente modificadas para expressar toxinas oriundas da bactéria B.
thuringiensis. Nas Ultimas décadas, genes oriundos da bactéria B. thuringiensis
responsaveis pela expressdo de proteinas inseticidas tém sido incorporados em
espécies de plantas cultivadas tais como milho (Zea mays L.) e algoddo (Gossypium
hirsutum L.) (SYNGENTA, 2005).

Com a crescente liberacdo dos cultivos Bacillus thuringiensis para plantio e

comercializacdo, h4 a necessidade de se avaliar possiveis surgimentos de resisténcia



dos insetos pragas as culturas geneticamente modificadas com genes das toxinas cryll
e Vvip3A de B. thuringiensis, que porventura venham a ser introduzidas no pais, para o
controle de pragas da ordem Lepidoptera, como Spodopterq frugiperda, responsavel
por causar danos e reducdes nos rendimentos da cultura de milho.

Um dos principais riscos ambientais associados as culturas inseticidas é o
potencial de evolucdo de resisténcia em pragas alvo. Insetos evoluem em resposta a
selecdo natural imposta pelos métodos de controle, limitando sua eficiéncia e
viabilidade em longo prazo (HAWTHORNE, 1998). Mais de 500 espécies de insetos se
tornaram resistentes a inseticidas convencionais e existe evidéncia empirica de que
eles também podem adaptar-se a toxina B. thuringiensis.

A evolugdo da resisténcia as toxinas B. thuringiensis expressas em plantas
transgénicas, numa populacédo de insetos, € um processo governado por um grande
namero de fatores que interagem entre si. Estes sdo relacionados as caracteristicas do
material genético da planta transgénica, a bioecologia e genética da praga alvo, ao
manejo da cultura e ao ambiente da regido de cultivo (MAIA, 2003).

De acordo com o modo de acédo das toxinas analisadas, estas poderdo ser
empregadas na construcdo de plantas piramidadas de milho, com mais de um
transgene de B. thuringiensis, diminuindo as chances de o0s insetos se tornarem
resistentes, além de se determinar padrdes plausiveis de resisténcia cruzada.

Considerando todas as explanacdes anteriores, 0s objetivos do presente estudo
foram clonar em vetor de expressdo o gene vip3Aa do isolado HD-125, expressar as
proteinas Crylla e Vip3Aa em E. coli BL21 (DE3) e avaliar sua atividade inseticida

frente as larvas de S. frugiperda.



I — OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade das proteinas de B.
thuringiensis, Crylla e Vip3Aa, expressas em E. coli BL21 (DE3), a fim de verificar a

eficiéncia destas toxinas na mortalidade de S. frugiperda.

2.1. Objetivos Especificos

* Clonar em vetor de expresséo o gene vip3Aa de um isolado B. thuringiensis HD-125.

* Purificar as proteinas Cryll e Vip3A a patrtir de E. coli BL21 (DE3) .

« Verificar a eficiéncia das proteinas Vip3Aa e Crylla na mortalidade das larvas

de S. frugiperda através de bioensaios.



Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Controle bioldgico de pragas

A utlizagdo desordenada do uso de inseticidas quimicos e o crescimento
populacional em nivel mundial, principalmente nos paises subdesenvolvidos, tem
demandado uma maior producédo de alimentos e, por consequéncia, um maior controle
das pragas na agricultura. Portanto, qualquer politica publica objetivando o aumento da
produgcdo de alimentos deve considerar 0 uso de iNnSumoOS mMenos agressivos aos
ecossistemas.

O uso continuo de agrotoxicos tem propiciado a selecdo de populacdes
resistentes de pragas, obrigando os produtores a utilizarem doses cada vez mais
elevadas (OOI, 1986). Além disso, a grande maioria dos inseticidas quimicos destroem
a fauna auxiliar, deixam residuos na vegetacdo, e nos proprios alimentos, e, em
inlmeros casos, contaminam o meio ambiente (FAN & HO, 1971). Nesse sentido, €
necessario reduzir o uso desses produtos a fim de garantir uma producéo de alimentos
de maneira mais sustentavel ambientalmente e mais saudavel aos consumidores.
Portanto, os agentes de controle biolégico, sdo uma alternativa viavel a esse fim
(PRACA et al.,, 2004). Muitos organismos das ordens Lepidoptera, Coleoptera e
Diptera, causam frequentes e sérios problemas para a producdo de importantes
espécies produtoras de alimentos (LIMA et al., 2002).

A busca por métodos alternativos de controle de pragas na agricultura pode levar
a um aumento na producédo de grdo, bem como contribuir para uma agricultura mais
sustentavel, com uma maior preocupacao com a preservacdo do meio ambiente, fruto
de uma menor aplicacdo de compostos téxicos (BOBROWSKI et al., 2003). A aplicacdo
de inseticidas microbianos tem se destacado, dentre as estratégias de controle
biologico utilizadas atualmente, principalmente, pelo menor custo desses produtos a
outros bioinseticidas (PARENTE, 2007).



O uso de entomopatdgenos (agentes capazes de provocar doencas em insetos)
tem sido visto como uma alternativa para esse problema. A vantagem destes agentes
entomopatogénicos € que eles sdo quase sempre especificos e apresenta baixa ou
nenhuma toxidez aos vertebrados e insetos ndo alvos, ocorrendo naturalmente nos
campos cultivados (SOUZA, 2008).

Um dos entomopatogénicos mais utilizados € a bactéria Bacillus thuringiensis ,
gue apresenta uma enorme vantagem em relacdo aos outros meétodos: possibilita isolar
e expressar suas proteinas em outros organismos por meio de transgenia. A
manipulacdo genética deste patdbgeno pode promover novas linhagens potencialmente
mais ativas (SOUZA, 2008).

Portanto, a busca por métodos alternativos de controle de insetos-praga tem sido
realizada com afinco por varios laboratorios ao redor do mundo, devido a necessidade
de uma agricultura mais sustentavel e desenvolvida com maior preocupagdo com a
preservacdo do meio ambiente (BOBROWSKI et al., 2003). Nesse sentido, 0 uso de
bioinseticidas formulados a base de B. thuringiensis, vem contribuindo para o inicio da
substituicdo ou para a reducdo dos inseticidas quimicos em diversas areas e
incentivando novas pesquisas sobre a utilizacdo desta bactéria na agricultura (VAN
FRANKENHUYZEN, 1993).

3.2. Bactéria Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica gram-positiva, da
familia Bacillaceae, que se caracteriza pela presenca de inclusdes cristalinas formadas
durante sua esporulagdo. Esta bactéria encontra-se amplamente distribuida por todo o
planeta, devido principalmente a sua capacidade esporulante, o que Ihe confere uma
elevada resisténcia ao calor e a seca (POLANCZYK et al., 2008). Foi descrita pela
primeira vez por Berliner em 1911 quando este pesquisador isolou o bacilo de Anagasta

Kuehniella. Posteriormente, ele o nomeou de B. thuringiensis em homenagem a



provincia de Thuringia (Alemanha), onde o primeiro inseto infectado foi encontrado
(GLARE & O’'CALLAGHAM, 2000).

Esta bactéria produz uma inclusédo protéica de formato cristalino, que confere a
caracteristica entomopatogénica. Este cristal, sintetizado durante a fase de
esporulacédo, é formado por polipeptideos denominados proteinas Cry ou d-endotoxinas
(YAMAMOTO & DEAN, 2000) que vao sendo acumuladas dentro da célula bacteriana,
liberados juntamente com esporos no momento da lise celular. Produz também uma
classe de proteinas chamadas Vips (proteinas inseticidas vegetativas) que séo
produzidas e secretadas durante a fase de crescimento vegetativo da bactéria
(ESTRUCH et al., 1996).

Atualmente tém sido descritos mais de 300 genes de d-endotoxinas classificadas
em 49 grupos Cry e 02 grupos Cyt, de acordo com a homologia da sequéncia de
aminoacidos (http:/www.biols.susx.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/toxins2.html). Quanto
ao modo de acdo das d-endotoxinas de B. thuringiensis, o modelo atual tem sido
estudado principalmente em lepidopteros, ainda que certos trabalhos mostrem
caracteristicas muito similares em outras ordens de insetos.

Apés a ingestdo, os cristais de B. thuringiensis passam praticamente intactos
através da primeira por¢cdo do tubo digestivo. Posteriormente, e principalmente em
funcdo do pH intestinal do inseto, das caracteristicas e composi¢cdo do cristal, estes
serdo solubilizados liberando peptideos sem atividade inseticida que recebem o nome
de protoxinas. Cada tipo de toxina tera suas condi¢cdes 6timas de solubilizacdo, assim
as toxinas ativas contra lepidépteros se dissolvem em pH alcalino, enquanto as toxinas
ativas contra coledpteros o fazem em pH neutro (KOLLER et al., 1992). Assim, sugos
intestinais de distintos insetos podem produzir variantes de uma mesma toxina e
atividades distintas (HAIDER et al., 1986).

O uso desta bactéria no controle biolégico de pragas apresenta vantagens
comparadas ao uso de agentes quimicos de controle, uma vez que a sua agao contra
pragas € altamente especifica, se comparada a maioria dos agentes quimicos atuais,
além de ndo afetar outros organismos alvos, tais como plantas, animais domésticos e o

proprio homem (LIMA et al., 2002). Por outro lado, os sitios de ligacdo, por serem muito



especificos, representam um mecanismo de aquisicdo de resisténcia as delta
endotoxinas (FIUZA et al., 1996), fato que enseja a busca frequente por novas toxinas.

Muitas linhagens naturais de B. thuringiensis foram isoladas em vérias areas
geograficas e de diferentes origens, incluindo graos, solos, superficies de plantas,
insetos vivos ou mortos e a partir de amostras de aguas de rios e lagos (BERNHARD et
al., 1997).

Dentre os organismos empregados no controle bioldgico, B. thuringiensis se
destaca por produzir uma diversidade de toxinas inseticidas, incluindo, exotoxinas, 6
enterotoxinas, Vips e endotoxinas. Apresentado atividade toxica contra cerca de 130
espécies de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, estando também
incluidas importantes pragas agricolas brasileiras como Spodoptera frugiperda,
Diatraea saccharalis e Anticarsia gemmatalis e vetores de doencas de importancia
mundial, pertencentes aos géneros Aedes, Culex e Anopheles (LERECLUS et al.,
1993), além de atingir também alguns invertebrados como nematoides,
sarcomastigofora e platelmintos (FEITELSON et al., 1993).

Os produtos a base de B. thuringiensis sdo in6cuos a mamiferos e vertebrados,
nao apresentam toxicidade as plantas, ndo sdo poluentes e devido a sua grande
especificidade, ndo atingem os inimigos naturais do inseto alvo (SMITS, 1997). Este
bacilo é responsavel por 90%-95% do mercado de bioinseticidas (VALADARES-INGLIS
et al., 1998) e produtos a base deste sdo comercializados em todo mundo ha mais de
50 anos (DIAS et al., 2002).

Algumas populacbes de pragas de culturas como Heliothis virescens, Plutella
xylostella, Tricoplusia ni (ESTADA & FERRE, 1994), Spodoptera exigua (MOAR et al.,
1995), e S. littoralis (MULLER-COHN et al., 1996), Spodoptera frugiperda (MATTEN et
al., 2008) tém apresentado elevados niveis de resisténcia a proteinas Cry de B.

thuringiensis em laboratdrio.



3.3. Proteinas Cryll produzidas por B. thuringiensis

Em 1998, CRICKMORE e colaboradores propuseram uma nova classificacdo das
proteinas Cry, baseada na sequéncia de aminoacidos codificada pelos genes. Até
entdo, a classificacdo levava em consideracdo o perfil de toxicidade de proteina Cry
(CAPALBO et al.,, 2005). Entretanto, a semelhanca na sequéncia de aminoéacidos,
geralmente, também indica uma similaridade no espectro de acdo contra os insetos-
alvo de uma proteina Cry (GRIFFITTS & AROIAN, 2005). Atualmente existem mais de
340 diferentes genes cry e as proteinas Cry estdo agrupadas em 55 classes
(CRICKMORE, 2008), podendo ser encontrado até sete diferentes genes cry em um
mesmo isolado de B. thuringiensis (MARTINEZ e CABALLERO, 2002). Geralmente, o
tipo do gene cry presente em um isolado correlaciona a sua especificidade. Logo, a
identificacdo do gene em um isolado pode ser utilizada para predizer seu potencial ao
biocontrole, bem como a sua especificidade (WANG et al.,2003).

As proteinas Cry possuem duas regides distintas compostas por protoxinas: uma
por¢cdo amino-terminal (N-terminal), normalmente varidvel, associada a toxidade da
proteina e uma por¢cdo carboxi-terminal (C-terminal), sendo esta conservada e
associada a formacao do cristal (BRAVO et al., 2007). Alguns genes cry apresentam
toxicidade a mais de uma ordem de insetos, como por exemplo as proteinas Cryll,
toxica a Lepidoptera e Coleoptera (TAILOR et al., 1992), e CrylB, que é ativa a
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (ZHONG et al., 2000).

A primeira proteina Cryll foi caracterizada por TAILOR et al., (1992), tendo
muitos outros tipos de genes cryll caracterizados e publicados (CHOI et al., 2000;
SONG et al., 2003; TOUNSI et al., 2003) e atualmente séo cerca de 15 cryll agrupados
em 6 subclasses (crylla a cryllf) (CRICKMORE et al., 2008). Os genes cryll codificam
proteinas em torno de 70 a 80 kDa, que sao secretadas na fase vegetativa do
crescimento de B. thuringiensis e que ndo se acumulam em cristais (TAILOR et al.,
1992; ESCUDEIRO et al.,, 2006; GROSSI-DE-SA et al., 2007). Estas tém sido
classificadas como proteinas Cryll devido a similaridade com aquelas do grupo Cryl

(CRICKMORE et al., 1998). O fato de ndo estar envolvida na formacdo do cristal



protéico faz com que esta toxina ndo seja incluida como ingrediente ativo nos
inseticidas baseados em B. thuringiensis. Entretanto, a eficiéncia de Cryll na protecéo
de plantas transformadas contra o ataque de insetos tem sido demonstrada
(LAGNAOUI et al., 2001; LIU et al., 2004).

No Brasil, um grupo de pesquisadores realizou o isolamento de um novo gene
cryll, a partir de um isolado brasileiro de B. thuringiensis (Bt S811), o qual denominou
de cryllal2. A proteina recombinante Cryllal2, correspondente ao gene cryllal?2
expressado em células de E.coli, mostrou toxicidade frente a larvas de primeiro instar
de Anthonomus grandis e S. frugiperda, consideradas pragas devastadoras da cultura
de milho no Brasil (GROSSI-DE-SA et al., 2007).

3.4. Proteinas Vip3A produzidas por B. thuringiensis

A segunda geracao de proteinas chamadas Vip, produzidas por B. thuringiensis,
diferentemente das &-endotoxinas, cuja expressdo € restrita na esporulacdo, sao
expressas no estagio vegetativo de crescimento. A proteina Vip ndo possui homologia
com proteinas conhecidas. O gene vip3A codifica uma proteina com 791 aminoéacidos e
massa molecular de 88,5 kDa (ESTRUCH et al., 1996).

A proteina Vip3A possui atividade inseticida contra um grande espectro de insetos
praga de importancia agronémica da ordem Lepidoptera e revela alta bioatividade para:
lagarta-rosca (Agrotis ipsilon), lagarta-do-cartucho (S. frugiperda), lagarta-da-beterraba
(S. exigua), lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea) (DOSS et al., 2002).

Segundo AZOL (2006) a proteina Vip3A teve uma eficiéncia de 62% na
mortalidade das larvas de Spodoptera frugiperda quando alimentadas com dieta
artificial contendo a proteina Vip3A. Estas proteinas sdo aparentemente secretadas
pela célula e por elas ndo formarem inclusGes cristalinas sdo excluidas pela
nomenclatura da proteina Cry (CRICKMORE et al., 1998).

Diferentemente das proteinas Cry as quais unem-se em cristais insoliveis dentro

da célula mée, Vip3A € secretada como proteina soltuvel por algumas linhagens de B.
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thuringiensis durante a fase vegetativa de crescimento, limitando sua aplicacdo no
campo (ARORA et al., 2003).

O gene Vip3A codificador da proteina Vip3A inicia a expressdo desta proteina
durante a fase de crescimento vegetativo e continua ativamente expresso em culturas
esporulantes. Altos niveis de expressdo em combinacdo com alta estabilidade da
proteina recombinante favorecem a producdo de grandes somas de proteina nos
sobrenadantes de culturas esporulantes (ESTRUCH et al., 1996).

As proteinas Vip possuem toxicidade da mesma magnitude que a das proteinas
Cry contra insetos susceptiveis. No entanto, o espectro inseticida das proteinas Vip
inclui, ainda, certas pragas importantes, as quais tém mostrado insensibilidade para as
proteinas Cry (BHALLA et al., 2005). A acdo da proteina Vip3A tem sido examinada e
mostra estar no nivel do epitélio intestinal do inseto assim como as proteinas Cry.
Porém, devido a sua forma sollvel, estas proteinas se ligam mais rapidamente aos
receptores de membrana das células epiteliais do intestino do inseto susceptivel
resultando em progressiva degeneracao da camada epitelial (YU et al., 1997).

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

A Syngenta produziu o “Milho ICP4 Pacha-Syngenta”, contendo a proteina
inseticida Vip3A, a partir do gene vip3A de Bt AB88 e, recentemente, introduziu o gene
vip3A(a) que codifica essa proteina inseticida em plantas de algoddo, Gossypium
hirstum variedade Coker 312, (SYNGENTA , 2005).

Segundo DONOVAN et al. (2001), a proteina Vip3A pode ser sintetizada depois
gue esporos de B. thuringiensis sdo ingeridos por insetos, sugerindo que uma parte

significante da patogenicidade de B. thuringiensis contra S. exigua seja devida a
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producdo de proteina Vip3A dentro de lagartas mortas. A mortalidade seria, entao,
resultante de germinacdo de esporos, crescimento e desenvolvimento de células
bacterianas depois da ingestao pelas lagartas.

A descoberta da proteina vip3A foi muito importante para o controle biolégico de
insetos pragas, pois, segundo MONERAT & BRAVO (2000), atualmente ndo sO se
aproveitam as misturas de esporos e cristais, obtidos apds o cultivo de B. thuringiensis,

como também & possivel utilizar o seu sobrenadante.

3.5. Toxicidade das toxinas de B. thuringiensis em Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga de dificil controle e
um inseto polifago que ataca diversas importantes culturas em muitos paises. No Brasil,
este inseto é encontrado em diferentes culturas, como milho, sorgo, arroz, trigo, alfafa,
feijdo, amendoim, tomate, batata, algod&o, couve, abobora, espinafre e couve
(MONNERAT et al., 2007).

No Brasil, S. frugiperda € popularmente conhecido como “lagarta-do-cartucho”, e
possue o0 habito de infestar e danificar as folhas jovens da cultura do milho (Zea mays)
e frequentemente demanda medidas de controle devido seu alto potencial de dano e
reducdes nos rendimentos da cultura. Este lepiddptero € considerado a principal praga
do milho no Brasil, por comecar a atuar a partir da emergéncia das plantas e continuar
até a formacdo das espigas (COELHO et al.,, 2004). O prejuizo causado gera uma
reducdo na produtividade de até 34%, mais de US$ 400 milhdes por ano (SOARES,
2010)

A lagarta-do-cartucho é controlada basicamente com inseticidas quimicos. A
utilizacéo abusiva destes produtos tem trazido varios problemas. Estes decorrem desde
a falta de especificidade destes produtos, que leva a eliminacdo de muitos insetos nao
patogénicos, a sua toxicidade para a espécie humana e animais domésticos, o rapido
aparecimento de resisténcia dos insetos aos mesmos, o seu acumulo no meio

ambiente, ocasionando sérios problemas de polui¢do, até as somas vultosas que, no
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caso do Brasil, sdo destinadas a importacdo destes inseticidas quimicos (PFEIFER &
GRIGEIATTI, 1996).

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

Em relacdo as analises de toxicidade, ligacao e permeabilidade das toxinas, LUO
et al. (1999), utilizando BBMV, a partir de S. frugiperda e S. exigua, e comparando 0s
resultados com aqueles obtidos nos bioensaios, verificaram que CrylFa foi altamente
toxica e CrylAc foi ndo tdxica para larvas de S. exigua e S. frugiperda. Ja4 CrylCa foi
altamente téxica para S. exigua e fracamente téxica para S. frugiperda. Ao contrario,
Cry1Bb foi ativa contra S. frugiperda, mas pouco ativa contra S. exigua.

Ligacéo de diferentes proteinas cristal de B. thuringiensis ao epitélio intestinal de
larvas de S. frugiperda foi caracterizada, também, por BBMV por ARANDA et al. (1996).
Os resultados obtidos pelos autores mostraram que as toxinas interagem com as
microvilosidades das células epiteliais de S. frugiperda por duas diferentes vias. A
primeira é tipica das proteinas altamente toxicas (como CrylC e CrylD); esta interacao
€ saturada e especifica. A toxina CrylC liga-se a duas proteinas do epitélio intestinal,
enquanto CrylAb liga-se a uma unica proteina de 150kDa. A ligacdo desta proteina foi
observada, mas foi extremamente fraca, implicando que este tipo de interacdo ocorre
também in vivo, embora ndo esteja relacionada a toxicidade.

Em estudos realizados por RANG et al. (2004), com cinco toxinas Cryl (CrylAb,
CrylAc, CrylBa, CrylCa e CrylEa) para trés insetos pragas, entre eles S. frugiperda,
como parte de uma estratégia para o desenvolvimento de milho transgénico resistente a

varias pragas, enquanto permite 0 manejo da resisténcia. Particularmente em relacdo a
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S. frugiperda, os autores verificaram que CrylAb e CrylAc competem para 0 mesmo
sitio de ligacdo; CrylBa e CrylCa competem para um segundo sitio de ligagdo. CrylEa
reconhece um terceiro sitio de ligacdo especifico em S. frugiperda e ndo compete com
nenhuma das outras toxinas.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Linhagens bacterianas utilizadas

A linhagem de B. thuringiensis utilizada como doadora do gene crylla, é
proveniente do solo de Cubatdo-SP e foi isolada, no Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecuaria da FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP, sendo submetida ao “International
Entomopathogenic Bacillus Center”, no qual foi catalogada como Bacillus thuringiensis
var. thuringiensis T01-328. Esta linhagem foi previamente submetida a analise do
conteudo de genes cryl por PCR e sequenciamento comprovando a presenc¢a do gene
crylla (ESPINDOLA, 2003). O produto amplificado do gene de interesse foi ligado ao
vetor de expressdo pET28a(+) (BERGAMASCO, 2009) e transformado em E. coli
BL21(DE3).

A linhagem doadora do gene vip3Aa foi a linhagem padréo B. thuringiensis HD-
125, cedida pela Embrapa, Sete Lagoas-MG. Este gene foi clonado no vetor de
expressao pET-SUMO (Invitrogen) e transformado em E. coli BL21(DE3).

As linhagens de B. thuringiensis foram mantidas em estoque na forma de fitas de
papel impregnadas com esporos e o cultivo feito em meio BHI, (“Brain Heart Infusion”),

ou em meio NA (Agar Nutriente), liquido ou solido, de acordo com o uso.

4. 2. Extracbes do DNA gendmico para reagdes de PCR

O DNA gendmico do isolado de B. thuringiensis HD125 foi extraido utilizando o
protocolo de extracao descrito por MARMUR (1961), com modificagdes. A cultura de B.
thuringiensis proveniente de 50 ml de meio BHI (“Brain Heart Infusion — médium” —
Biobrés) foi centrifugada por 10 min, a 7.400 x g a 20 °C. O precipitado bacteriano, em
meédia de 0,5 g, obtido por centrifugacao, foi ressuspendido em 6 ml de solucédo salina
[0,15 M NaCl e 0,1 M EDTA (pH 8,0) ], adicionado de 0,6 ml de lisozima (10 mg/ml) e
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incubado por 1 h a 37°C. Apos, foram adicionados 500 pl de SDS 25%, (dodecil sulfato
de sédio), agitando-se suavemente a preparacdo. Em seguida, foi acrescentado acetato
de sodio 2,5 M até a concentracao final de 1 M. A desproteinizagéo foi feita utilizando-
se de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v) e o sobrenadante coletado apds a
centrifugacdo e, em seguida, adicionados 2 volumes de etanol absoluto gelado. O
precipitado obtido por centrifugacao foi dissolvido em TE [ 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1
mM EDTA] no qual foi adicionado 25 pul de RNAse (10 mg/ml) e incubado por 30 min a
37°C. Posteriormente, foi submetido novamente a um tratamento com cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1v/v), e as amostras de DNA precipitadas com 2 volumes de etanol
absoluto gelado. As amostras de DNA foram ressuspendidas em TE e estocadas a -20
°C até sua utilizagao.

As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000, e
diluidas a uma concentracdo de 10 ng/uL. Para a analise qualitativa das amostras, uma
aliquota de 8 uL das mesmas foi aplicada em gel de agarose 0,8% contendo brometo
de etideo numa concentracdo de 0,5 pg/ml, e submetida a eletroforese com tampao
TBE 1x [Tamp&o Tris-Borato (0,045 M), EDTA (1 mM)], a 90 V por 1h 30 min. Os
fragmentos foram visualizados e documentados por meio de um sistema de

fotodocumentacéao digital (Gel Doc 2000 Bio-Rad).

4.3. Determinacédo da presenca do gene vip3Aa

O gene Vip3A da linhagem de B. thuringiensis HD-125 j& se encontra
sequenciado e a sequéncia esta depositada no GenBank sob o nimero de acesso
L48811. Assim sendo, para o isolamento do gene completo (2,5 Kb), foi feita a
amplificagéo utilizando o par de iniciadores Vip5/Vip6 descrito por LOGUERCIO et al.
(2002) (Tabela 1), com o codon ATG inicial e codon de parada.
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Tabela 1. Iniciadores especificos para o gene vip3A.

Iniciadores Sequéncias
Vip5 5’ATGAACAAGAATAATACTAAATTAAGC3'(d)
Vip 6 5'GATCTTACTTAATAGAGACATGC3'(r)

(d): direto; (r): reverso. ATG e TTA sublinhados representam o cédon de inicio e
0 codon de parada, respectivamente.

A reacdo de amplificacdo do gene completo partindo do cédon de iniciacao até o
coédon de parada foi realizada utilizando-se do par de iniciadores Vip5 e Vip6, conduzida
em um volume de 50 yL conforme a seguir: aproximadamente 50 ng da amostra de
DNA total, 5,0 yL de tampéo da PCR (10X PCR High Fidelity PCR buffer), 10 mM dNTP
mixture (1,0 pl), 2,0 mM MgSO, (50 mM), 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 1U da
enzima DNA polimerase Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen) e agua bidestilada
g.s.p 50 pl. Em todas as reacdes de amplificacdo foi feito um controle negativo,
substituindo o volume de DNA por agua Milli-Q estéril.

As reacdoes foram conduzidas em aparelho Termociclador (PTC-200
“Programmable Thermal Controller” — MJ Research, inc.) utilizando o seguinte
programa: um passo inicial a 94 °C por 30 s seguido de 35 ciclos compostos por um
passo a 94°C por 30 s, 55 °C por 30 s e 68 °C por 1 min.

A Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity é uma mistura de enzimas
contendo Tag DNA Polimerase e uma polimerase com atividades exonuclease no
sentindo 3-5’. Esta atividade exonuclease é importante para a amplificacdo de
fragmentos a serem expressos, uma vez que diminui a taxa de incorporagcdo de
nucleotideos incorretos. Entretanto, devido a essa fungao reparadora, grande parte das
moléculas de DNA amplificadas terdo o nucleotideo “A” extra, que é adicionado pela
Tag DNA polimerase ao final das sequéncias amplificadas, removido. Essa remoc¢éao
dificulta a clonagem do fragmento em vetores do tipo T/A (vetores que possuem um
nucleotideo T extra em seu sitio de clonagem). Para aumentar a eficiéncia de

clonagem, apés o término da ciclagem, foi adicionado 0,5 unidades de enzima Taq DNA
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polimerase (Gibco-BRL) ao produto de PCR e, em seguida, incubado por 5-10 min a 72
°C. Esse passo adicional permite que a enzima DNA polimerase Taq adicione um
nucleotideo A ao final da sequencia de DNA amplificada na posi¢ao 3’, fato que facilita
a clonagem nos vetores do tipo T/A.

Em seguida, 4 ul de azul de bromofenol (0,5% de azul de bromofenol em glicerol
50%) foi adicionado a 4 pyL de cada amostra e logo apos aplicadas em gel de agarose
1,5%, contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml) e submetido a corrida eletroforética por,
aproximadamente, 2 hs a 70 V em tampao TEB [1X] (89 mM de Tris; 89 mM de acido
bérico e 2,5 mM de EDTA, pH 8,2). Os fragmentos de DNA amplificados foram
visualizados pela incidéncia de luz UV e documentados em um fotodocumentador
modelo GEL DOC 2000 (BIO-RAD).

4.4. Clonagem e transformacao bacteriana

O produto da PCR obtido, referente ao gene vip3Aa da linhagem HD-125, foi
clonado no vetor de expressdo pET-SUMO (Invitrogen), para a producdo da proteina
fusionada a uma etiqueta de HIS-6-SUMO na porcdo N-terminal da proteina (Figura 1).
A ligacdo do inserto ao vetor continha 1 pl de produto de PCR ( ~ 100 ng), 1 ul de
tampdao Ligation Buffer 10x (Invitrogen), 2 pl do vetor do vetor pET SUMO a 25 ng/ ul
(Invitrogen) e 5 pl de agua estéril (Invitrogen). A ligacao foi incubada por 16 horas a 15
T.

Apos ligacdo no vetor pET-SUMO, a construcao foi transformada em células de
multiplicagdo quimicamente competente de em E. coli BL21 (DE3), com as seguintes
condicdes: 2 ul da ligagdo foi separada e adicionada no tubo que continha a célula
competente, a qual foi incubada 30 minutos no gelo, posteriormente 30 segundos em
“banho maria” a 42 C voltando rapidamente para o g elo, em seguida adicionado 250 pl
de meio SOC (Invitrogen) e mantido sobre agitacdo 200 rpm por 1 hora, foi espalhada
na placa de petri com meio de cultura Luria-Bertani (LB) sélido (10 g de triptona, 5 g de
extrato de levedura, 10 g de NaCl, 15 g de Agar, agua destilada q.s.p. 1L, pH 7,2)
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adicionado de 100 ug/ml de canamicina, incubadas a 37°C por 12 h. As colonias
recombinantes foram cultivadas em meio de cultura LB liquido com 100 ug/ml de
canamicina, por 12 h a 37°C, sob agitacdo constante a 110 rpm e, entdo, submetidas a
mini-preparacdo de DNA plasmidial segundo Sambrook & Russel (2001). As amostras
foram analisadas, por eletroforese em gel de agarose 1%, e quantificadas em
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000.

N 7 Jeco | wos atc e, suwo R o

Figura 1: Mapa do vetor de clonagem e expressao pET SUMO (Invitrogen).
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4.5. Determinacédo de orientacéo correta de clonagem do gene vip3Aa

As construgcdes recombinantes foram analisadas de diversas maneiras.
Primeiramente, todas elas foram submetidas a clivagem com a enzima de restricao
Ndel. Essa enzima cliva o vetor recombinante em padrbes especificos. Em seguida, o
DNA das construc¢des foi amplificado com os oligonucleotideos iniciadores presentes no
vetor pET-SUMO, segundo os fabricantes: SUMO Direto - (5
AGATTCTTGTACGACGGTATTAG 3') T7 Reverso - (5 TAGTTATTGCTCAGCGGTGG
3’), que flangueiam o inserto e também com os oligonucleotideos iniciadores do gene
descritos na Tabela 1.

Ao final desta etapa foi possivel selecionar somente as construcdes cujos

insertos apresentavam os tamanhos esperados para o gene em questao (Figura 2).

4.6. Confirmacgao da fase correta de leitura

A fim de se confirmar, que a fase de leitura para traducdo do gene estava
correta, procedeu-se 0 sequenciamento de produtos de PCR com as seguintes
combina¢cdes de oligonucleotideos iniciadores: T7 (Direto) e Vip6 (Reverso); SUMO
(Direto) e T7 (Reverso) e Vip5 (Direto) e Vip6 (Reverso) (Tabela 1 e Figura 2)
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Figura 2: Esquema identificando os constituintes presente no vetor recombinante pET
SUMO- vip3Aa e os tamanhos de pares de bases das combinacbes de
oligonucleotideos iniciadores: T7 direto e vip6 reverso (2814 pb); Sumo
direto e T7 reverso (2622 pb); vip5 direto e vip6 reverso (2370 pb).

As reacdes de sequenciamento constaram de 4,0 pL de agua bi-destilada estéril,
2,0 pL de tampéo de sequenciamento, 2,0 uL de DYEnamic™ (GE Healthcare), 1,0 pL
de DNA (~1500 ng) e 1,0 pL do respectivo oligonucleotideo iniciador (5 pmoles). As
reacoes foram submetidas a amplificacédo por meio do seguinte programa: 50 ciclos de
95 °C por 5 min, 95 °C por 30 s, 55 °C por 10 s e uma extensao final de 60 °C por 4 min.

Apoés a retirada das amostras do termociclador, as mesmas passaram por um
processo de precipitacdo do DNA, utilizando EDTA/Etanol/Acetato de Sddio, seguindo
as recomendacbes da Empresa Applied Biosystem que consistiu em: adicionar 1 ul de
EDTA 125 mM, 1 pl de Acetato de Sddio 3M e 25 ul de Etanol 100%. As amostras
foram rapidamente homogenizadas em aparelho tipo “vortex” e incubadas 15 min a
temperatura ambiente, fora do alcance da luz. Decorrente esse periodo, as amostras
foram submetidas a centrifugacéo por 30 min a 1.699 xg, em uma temperatura de 4°C.
O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e adicionou-se, 35 uL de etanol 70%,
seguido de uma centrifugacdo nas mesmas condi¢cées por 15 min. Novamente o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e uma rapida centrifugagdo adicional foi
realizada, dessa vez, com a placa invertida sobre papel filtro para a total retirada do
etanol. A placa permaneceu em fluxo laminar desprovido de luz por aproximadamente

30 min para completa secagem.
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Adicionou-se 10 pL de HiDi Formamida (Applied Biosystems) em cada amostra,
estas foram desnaturadas em termociclador a 95C por 5 min e imediatamente
resfriadas em gelo para serem sequenciadas utilizando-se do analisador automatico de
DNA modelo 3100 Genetic Analyzer ABI, da empresa Applied Biosystems.

As sequéncias obtidas foram submetidas a andlise com o programa Chromas
Lite 2.01, para comprovar as constru¢des com inserto na orientagao correta, na fase de
leitura correta e que ndo sofreram nenhuma mutacéo artificial (mudanca na fase de
leitura devido a erros da enzima no ato de amplificacédo a partir de DNA total) durante o
processo de clonagem. A sequéncia FASTA resultante foi comparada com as
depositadas nos bancos de dados de proteinas do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
atraveés do algoritmo BLASTX da ferramenta BLAST.

4.7. Expressao da proteina Vip3Aa recombinante em  E. coli

As constru¢des selecionadas, em células de E. coli BL21 (DE3), foram
submetidas a testes de expressao da proteina recombinante.

Inicialmente, as constru¢gfes foram extraidas em placas de Petri contendo meio
de cultura LB solido com 100 pg/ml de canamicina. Apos 12 h de multiplicac&o, colonias
isoladas foram transferidas para Erlenmeyers contendo 160 ml de meio de cultura
liquido LB acrescidos de 100 pg/ml de canamicina. Quando a DO a 600 nm atingiu
valores entre 0,6 e 1,0, 13 ml de cultura, foi transferido para tubos de ensaio,
previamente autoclavados, totalizando 12 tubos. Os quais foram submetidos a trés
temperaturas distintas de cultivo bacteriano (18, 25 e 37 °C), quatro concentracfes
diferentes do indutor de expressao IPTG (tiogalactopiranosideo de isopropila) (0, 0,2,
0,4 e 1,0 mM) e trés periodos de inducao (4, 8, 12 h).

As células foram, entdo, coletadas por centrifugacdo a 7.400 x g por 30 min e
lisadas por uma solucdo de lise do vetor pET SUMO contendo 20 mM de tampé&o
fosfato, 0,5 M de NacCl, pH 7,4, 100 mg/ml de lisozima, 1mg/ml de DNAse, incubando-se

por 30 min com agitacdo de 100 rpm a 37°C. Em seguida, foram submetidas a
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sonicacgdo (Sonics Vibra Cell, Sonics & Materials, VCX 500), com “Duty Cycle 10%”",
“Out put control 5” por 60 segundos com pausa de 10 s e mais 60 s de sonicac¢ao. Os
sobrenadantes foram coletados apos centrifugacdo a 7.400 x g a 4°C por 20 min e
utilizados para andlise da proteina expressa e também para os bioensaios.

A confirmacédo da producédo da proteina de interesse foi aferida por meio de
resolucado de proteinas totais em gel SDS-PAGE 10% conforme LAEMMLI (1970). A
eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida foi realizada utilizando mini-gel (60 x
80 x 1,0 mm) do sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad). O gel de separacgao 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 (50mM Tris, pH 8,6, 1,92 M glicina e 1% SDS), a
30 mA e 300V por até 80 min em temperatura ambiente.

Para amostra de 20 ul de proteina, foram adicionados 10 pl de tampao de
amostra [Tris-HCI 0,187M, pH 7,0 SDS 2,0% (m/v), Azul de Bromo Fenol 1,0% (m/v),
glicerol 27% (v/v)] e B-mercaptoetanol 5,0% (v/v). A mistura foi submetida por 2 min a
100°C e aplicadas no gel de SDS-PAGE 12%.

Apos a eletroforese, as bandas polipeptidicas foram detectadas por meio da
coloracdo do gel com Coomassie-Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v), dissolvido em 50% de
metanol e 10% de acido acético, deixados sob baixa agitacdo por até 20 min. A
descoloracao do gel foi realizada com solugéo descolorante (10% de metanol e 10% de
acido acético) sob baixa agitacdo por no minimo 1 h. Os géis foram conservados em

agua destilada até serem analisados e fotodocumentados.

4.8. Deteccédo da proteina Vip3Aa por Western Blotti  ng

Para a realizacdo da técnica de Western Blotting, o gel de SDS-PAGE, feito
conforme descrito anteriormente e ndo corado, contendo as referidas amostras e o
marcador “molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas) foi

eletro-transferido em cuba de transferéncia imida para uma membrana de nitrocelulose
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HPVDF (Amersham Bioscience), utilizando-se de um tampé&o de transferéncia (50 mM
de Tris; 384 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol pH 8,3) sendo o processo realizado a
15 V por 35 min e a 4°C. Apés a transferéncia, a eficiéncia da mesma foi verificada
corando-se a membrana com 0,1% Ponceau S dissolvido em &cido acético 1% e
fazendo-se, a seqguir, a descoloracdo, com agua destilada.

A membrana foi submetida ao blogueio com 10 ml de tampdo PBS (Salina
tamponada com fosfato; 0,01 M tampéo fosfato; 2,7 mM KCl,; 137 mM NaCl; pH 7,4)
contendo 5% de leite em po desnatado (LPD) e 0,02% Tween-20, sob agitacdo suave
por 1h. Em seguida foi colocada em uma solugdo contendo o anticorpo primario:
anticorpo monoclonal IgG de camundongo anti poli-histidina (Sigma®) e PBS na
proporcao de 1:500, sob agitacdo suave por 1h, a temperatura ambiente.

Apos lavagens com PBS, procedeu-se a reacdo com anticorpo secundario:
conjugado imunoenzimatico de peroxidase com o anticorpo de cabra anti-lgG de
camundongo (Bethyl Laboratories Inc.), na diluicdo 1:500 em PBS-LPD 5%. Apés a
incubacdo por 1 h, a membrana foi novamente lavada com PBS e a reacdo de
desenvolvimento da cor se processou com a mistura do cromdégeno mais substrato
especifico (FAST DAB - Sigma®) contendo dietil-amino-etil-benzidina (0,7 mg) e
peroxido de hidrogénio - uréia (1,6 mg).

Para interrupcdo da reacdo de degradacdo enzimatica, a membrana foi lavada
com agua deionizada e, posteriormente, dessecada em temperatura ambiente e, ao
final, guardada ao abrigo da luz (TOWBIN et al., 1979).

4.9. Purificacdo da Proteina Vip3Aa

No momento da purificacdo da proteina Vip3Aa, adicionou-se ao sobrenadante 2
M de imidazol (concentragéo final de 10 mM), centrifugando-se por 10 min a 14000 rpm
a 4°C. Os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e uma aliquota do lisado
retirada para a determinacdo de proteina por SDS/PAGE. Em seguida, o lisado foi

submetido a coluna de purificacdo HiTrap Chelating HP — 1 ml (Amersham), carregada
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com 0,1 M de NiSO,, devidamente preparada conforme instru¢bes do fabricante. A
proteina foi eluida com tampéao de eluicdo (50 mM tampao fosfato, pH 8,0, 0,5 M NaCl e
500 mM de imidazol). As fracbes de 1,0 ml foram coletadas em tubos eppendorfs e,

posteriormente, analisadas por eletroforese em gel de SDS/PAGE.

4.10. Inducéo da expressao e purificacdo da protein  a Crylla

Para obtencdo da proteina Crylla, cujo gene foi isolado e sequenciado por
ESPINDOLA (2003), e clonado no vetor de expressdo pET28a(+) por BERGAMASCO
(2009), Uma Uunica colonia de E. coli BL21(DE3), foi inoculada em uma pré-cultura
contendo 20 ml de meio LB com 50 ug/ml de canamicina e cultivados com agitacdo de
250 rpm a 37°C, durante 16 h. Esse pré-indculo foi transferido para 200 ml de meio LB
com 50 uyg/ml de canamicina até que a DOgy atingisse 0,025. Esta suspenséao foi
mantida sob agitacdo até atingir a de DOggo 1,2, sendo, entdo submetida a varios
tratamentos a fim de se otimizar a expressao do gene crylla. Estes consistiram de duas
temperaturas distintas para o cultivo bacteriano (30 e 37 °C), trés concentracfes
diferentes do indutor de expresséao IPTG (0,5 mM, 1,0 mM e 5 mM) e quatro periodos
de inducéo (12, 16, 18 e 24 h).

As células foram, entdo, coletadas e submetidas a solucédo de lise do vetor pET
SUMO e, em seguida ao procedimento de sonicacdo, como descrito no item 4.8, a fim
de se obter o lisado para posterior purificacdo e também para ser utilizado nos
bioensaios.

O vetor pET28a(+) contém uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma
‘cauda’ de poli-histidina (6xHis), atil na deteccado por Western Blotting e que pode ser
utilizada na purificacéo da proteina por cromatografia de afinidade.

A verificacdo da expressao por gel SDS-PAGE, a confirmacéo da expresséao da
proteina Crylla por Western Blotting e a purificacdo desta pela coluna HisTrap,

seguiram as mesmas etapas descritas para a proteina Vip3Aa, nos itens 4.8 e 4.9.
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4.11. Bioensaios com Spodoptera frugiperda

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratorio de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria
da FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP. As lagartas de primeiro instar de Spodoptera
frugiperda foram cedidas pelo Laboratério de Ecologia Aplicada do Departamento de
Fitossanidade da FCAV — UNESP.

Para a realizacdo dos bioensaios, foram utilizados os lisados dos clones de E.
coli BL21 (DE3) contendo as proteinas Crylla e Vip3Aa, separadamente, para

determinacao da atividade bioinseticida das proteinas.

4.12 — Bioensaios de Concentracao Letal Média (CL  so) para proteinas Vip3Aa e
Crylla

Para os bioensaios com S. frugiperda, lagartas de primeiro instar foram
alimentadas com dieta artificial como descrito por PRACA et al. (2004). Cinco diferentes
concentracdes (0,05; 0,5; 5; 50; 500 ng/cm?) a partir de uma solucdo estoque de 35
ng/ul da toxina Crylla, e cinco diferentes concentracdes (0,05; 5; 50; 500; 1000 ng/cm?)
a partir de uma solugéo estoque de 77 ng/ul da toxina Vip3Aa foram testadas. Em
ambos os casos, as proteinas foram devidamente quantificadas por densitometria
(Bionumerics) (Applied-maths), utilizando-se de uma curva padrdao de soroalbumina
bovina (BSA). O mesmo procedimento foi realizado para as duas testemunhas, sendo
gue uma consistiu do lisado E. coli BL21 (DE3) contendo o vetor sem inserto do gene e
a outra tampéo de lise do vetor pET SUMO, utilizado para a diluicdo da toxina. Para
cada concentracdo de toxina, 16 lagartas de primeiro instar foram utilizadas por
repeticdo, totalizando 4 repeticbes por tratamento, com delineamento experimental
inteiramente casualizado.

Um volume constante de 50 pl das diluicbes das amostras foi aplicado na
superficie da dieta contida em placas de poliestireno de 128 pocos (“Cell Wells, Corning

Glass Works”, Corning, New York). Uma larva de primeiro instar foi adicionada por
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poco. As placas foram incubadas a 28°C, com uma umidade relativa de 65 + 5%, e um
fotoperiodo de 14 h: 10 h (luz: escuro).

Os tratamentos foram avaliados aos sete dias apds a inoculagdo (POLANCZYK
et al.,, 2000) e a sequir foi feita a quantificacdo de lagartas mortas pela acdo do B.
thuringiensis, cuja CLso foi determinada pelo programa POLO-PC que realizou as
analises probit dos resultados (ROBERTSON E PREISLER, 1992).
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V. RESULTADOS

5.1. Amplificacado, clonagem e expressao do gene  vip3Aa

5.1.1. Clonagem e sequenciamento do gene vip3Aa

As amplificacbes do gene Vip3Aa com vistas a clonagem nao apresentaram
dificuldades. A partir do DNA total da linhagem de B. thuringiensis HD 125, obteve-se,
apos amplificacdo por PCR, um produto de aproximadamente 2.370 pb, conforme o
esperado para o gene vip3Aa completo (Figura 3). Utilizou-se do par de iniciadores
elaborados para esta finalidade (Tabela 1 e Figura 2). Sabe-se que este gene apresenta
dois homologos, o gene vip3A(a) (proteina Vip3Aa) acesso L48811, e o gene Vip3A(b)
(proteina Vip3Ab) acesso L48812, os quais foram isolados da linhagem B. thuringiensis
HD 125 (LOGUERCIO et al., 2002).

2500 pb _,
2000 pb —»

Figura 3. Eletroforograma evidenciando a amplificacdo do gene vip3Aa a partir do
DNA total de B. thuringiensis HD-125. M: 1 Kb DNA Ladder (Fermentas); 1
— fragmento referente ao gene vip3Aa completo (2370 pb); 2 — Controle
negativo da reacéo de PCR.
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Apés a ligacdo no vetor PET SUMO esse fragmento foi amplificado para
transformacdo de células quimicamente competentes de E. coli BL21 (DE3). Desta
transformacdo foram obtidos 29 transformantes que foram submetidos a analise
plasmidial.

No vetor pET SUMO, a expressdo do gene de interesse é controlada por um
promotor bacteriéfago T7 forte que foi modificado para conter um “lac operator”. Para a
expressdo do gene, é necessario o suprimento com T7 RNA polimerase para as
células, que é fornecida pela E. coli BL21 (DE3) que, quando em quantidade suficiente,
liga-se ao promotor T7 e transcreve o gene de interesse (STUDIER et al., 1990).

O vetor pET SUMO permite a clonagem e a expressdao de uma proteina de
interesse, fusionada a proteina SUMO, que incrementa a expressao da proteina
recombinante e aumenta a solubilidade de proteinas parcialmente insolaveis, alem de
possuir uma cauda de histidina para facilitar a purificacdo da proteina de interesse. A
proteina SUMO ¢ originaria da Saccharomyces cerevisiae, que faz parte da familia da
proteina “ubiquitina-like” responsavel por regular varios processos celulares (MULLER
et al., 2001).

A clivagem com a enzima Ndel, que lineariza o vetor, possibilitou verificar quais
construgbes apresentavam o tamanho préximo ao esperado, que era de,
aproximadamente, 8.000 pb (inserto+vetor). Verificou-se que 8 clones continham o

tamanho esperado (Figura 4).
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Figura 4. Eletroforograma evidenciando o padréo de restricdo dos fragmentos obtidos
apos clivagem dos DNAs plasmidiais com enzima de restricdo Ndel. P:
Plasmideo ndo clivado. M: 1 Kb DNA Ladder (Fermentas). As setas

representam os coldnias selecionadas (1,2,6,12,14, 18,22,23).

A fim de se comprovar os resultados, buscou-se outra estratégia: combinar
oligonucleotideos internos ao gene com os oligonucleotideos iniciadores do vetor
utilizando PCR com as seguintes combinacdes: T7 (Direto) e Vip6 (Reverso), SUMO
(Direto) e T7 (Reverso) (Tabela 2), e Vip5 (Direto) e Vip6 (Reverso) (Tabela 1 e Figura
2). Os dois primeiros pares de iniciadores seriam para dirimir as ddvidas com ambos,
guanto a orientacdo correta, uma vez que somente haveria amplificacdo se as
sequéncias estivessem na orientacdo correta de clonagem, ou seja, “in frame” com o
promotor do vetor.

Apés as analises, verificou-se que os DNAs das col6nias (1, 12, 14, 18, 22)
apresentaram amplificagcbes com os tamanhos esperado (Figura 2) para todas as

combinagdes dos oligonucleotideos utilizados (Figura 5).
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Figura 5. Eletroforograma evidenciando os produtos da PCR com combinacdo de
iniciadores para a determinacdo dos clones com orientacdo correta de
clonagem do gene vip3Aa. 1- T7 e Vip6, 2- SUMO e T7 , 3- Vip5 e Vip6.
Os numeros em destaque foram os transformantes selecionados (1, 12,
14, 18, 22) para novos testes de confirmacéo. C: Controle negativo sem a
presenca do DNA. M: 1 Kb DNA Ladder (Fermentas).

Apés as analises, verificou-se que cinco construgdes apresentaram os produtos
esperados para as combinacdes dos oligonucleotideos (Figura 5). Assim sendo, optou-
se por confirmar o sentido correto de leitura, ou seja, a presenca do codon iniciador
ATG, “in frame” ao promotor do vetor.

Foram selecionados 5 clones (1, 12, 14, 18, 22), visualizados na figura 5, dos
quais foram extraidos DNA plasmidial e submetidos a, aproximadamente, 70 reacdes

de sequénciamento com iniciadores T7 (Direto), Vip6 (Reverso), SUMO (Direto), T7
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(Reverso), e Vip5 (Direto) (Tabela 1 e Figura 2). Sendo que ao final, foi possivel
verificar através do programa Chromas Lite 2.01, que o clone 14 apresentava o inserto
na posicao correta, evidenciando o codon de iniciagdo ATG “in frame” ao promotor

presente no vetor de expressao pET-SUMO (Figura 6).

>Cl onel4

GI TAACGGAACTCCGACGCANTACAAT TCCCCTCCCGAAGTATCATTGT TTAACT
TTAAGAAGGAGATATACATAT GGGCAGCAGCCAGCAACT GCATCATCACGGECAGC
GGCCEEGET GCCGT CCGGCAGCGECTAGCAT GT CGGACT CAGAAGT CAATCAAGAAG
CTAAGCCAGAGGT CAAGCCAGAAGT CAAGCCTGAGATTCACATCAATTTAAAGGT
GICCGATGGATCTTCAGAGATCT TCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGA
AGGCTGATGGAAGCGT GT GCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAATAT
TCTTGTACGACGCGATTAGAATTCAAGCT GATCAGACCCCTGAAGATTTGGACAT
GGAGGATAACGATATTATTGAGGECTCACAGAGAACAGAT TGGTGGTATGAACAAG
AATAATACTAAATTAAGCACAAGAGCCTTACCAAGI TTTATTGATTATTTTAATG
GCATTTATGGATTTGCCACTGGTATCAAAGACATTATGAACATGATTTTTAAAAC
GGATACAGGT GGTGATCTAACCCTAGACGAAATTTTAAGAATCAGCAGI TACTAC
ATGATATTTCTGGTACATTGGATCGEGGT GAATGGAAGCT TAATGATCTTATCGCA
CAGGGAAACTTAATACAGAATTATCTAGGGAATATTAAAAT TGCAAATGAACAAA
TCAGGT TTAATGATGI TAATAACAACT CGATGCGATAATACGAGCT TCGGGTATA
TCTACTAAATTACTCTAGI TGAGT GAAGTATGAACAACATTATCGCTAGT CGGAA
TAGGATACTAGT AACCAT CGAGAGAGT CCGAATAGT GGAAT TATAAGGAAGEGTC
CTTTAACCACCCTACGGATTACCCTGGA

Figura 6. Sequéncia parcial de nucleotideos gene vip3Aa do clone 14 de E. coli
BL21(DE3). Em azul esta representada a sequéncia do vetor de clonagem
pET-SUMO e em preto a sequéncia do gene vip3Aa. Em amarelo esti
destacada a sequéncia do oligonucleotideo iniciador Vip5, que apresenta o

codon ATG inicial do gene vip3Aa (metionina inicial).
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5.1.2. Expressao e purificacdo da proteina Vip3Aa

Foram testados 3 temperaturas de multiplicacdo distintas, 4 concentragbes do
Indutor de IPTG e 3 periodos de multiplicacdo (vide secdo Material e Métodos para
maiores detalhes).

Os primeiros resultados demonstraram que as proteinas analisadas néao
expressavam a 37 °C, aparecendo somente nas condicbes submetidas a 22 °C. O
tamanho da proteina expressa € de aproximadamente, 88,5 KDa, esperado para
proteinas Vip3A como verificado por (ESTRUCH et al., 1996; LOGUERCIO et al., 2002,
SENA et al., 2009), mais 11 kDa da ubiquitina (SUMO) presente no vetor pET SUMO
(Figura 1). O melhor resultado encontrado foi com a temperatura de multiplicagéo a 22
°C, a concentracao de IPTG a 1,0 mM, com um periodo de multiplicacdo de 24 h, e uma
rotacdo de 190 rpm, utilizando o tampéao do vetor pET SUMO, composto por Imidazol.

Sendo visualizado no gel de acrilamida & 12% (Figura 7).
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Figura 7. Deteccao da proteina recombinante em gel de SDS-PAGE 10%. M: marcador

molecular (KDa) “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”
(Fermentas). 1. Lisado obtido de E. coli contendo o vetor sem o inserto. 2.
Lisado obtido de células de E. coli recombinante contendo a proteina Vip3Aa,

indicada pela seta.

Para confirmacdo de expressao da proteina, inicialmente a partir da construcao,
as fracdes foram transferidas para membrana de nitrocelulose e a técnica de Western
Blotting foi realizada na tentativa de se detectar e confirmar a presenca da proteina
recombinante pela ligacdo do anticorpo anti-His a cauda de polihistidina da proteina.
Podemos observar a banda correspondente a reacdo do anticorpo contra a proteina
recombinante, ao passo que ndo houve nenhuma detec¢cdo com relacdo ao extrato

preparado com células de E.coli sem o inserto (Figura 8).
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Figura 8. Deteccdo por Western blot da proteina Vip3A expressa em E. coli. M:
marcador de peso molecular (KDa) de proteinas “Spectra’™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder” (Fermentas). 1. Lisado obtido de E. coli contendo o
vetor sem o inserto. 2. Lisado obtido do clone recombinante de E. coli

evidenciando a proteina Vip3Aa, por meio da reacdo com anticorpo anti-His.

Seguindo a expresséo, o lisado bacteriano induzido para a expressao da Vip3Aa
foi purificado em colunas HisTrap HP, com tampéao de equilibrio com 20 mM de Imidazol
e tampédo de eluicdo a 500 mM de Imidazol. Nas primeiras purificagbes, as fracoes
ficaram puras e foram quantificadas com o “software” Bionumerics. Nas purificagbes
seguintes (Figura 9). Mesmo ndo tendo as fracbes somente com a proteina de
interesse, as bandas referentes a proteina Vip3Aa, foram quantificadas por
desintometria, para futuros experimentos com marcagéo da proteina purificada, visando

ensaios de competi¢éo para BBMV.
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Figura 9. Deteccdo em gel de SDS PAGE 10% da proteina Vip3Aa purificada em
colunas HisTrap HP (Amersham), carregada com niquel. Canaletas: M=
Marcador molecular em KDa, Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas); 1= eluato obtido ap6s passagem da proteina pela coluna; 2=
eluato obtido apds a passagem pela coluna com 500 mM de imidazol; 3= 12
fracdo contendo a proteina eluida ; 4= 22 fracdo contendo a proteina eluida ;
5= 32 fracdo contendo a proteina eluida; 6,7,8 e 9= fracbes contendo as
proteinas eluidas. Proteina Vip3Aa esta indicada pela seta.

5.2. Expressao e purificacao da proteina Crylla

Para a expressdo do gene crylla, a partir de E. coli BL21 e purificacdo da
proteina Crylla, o melhor resultado foi obtido com a temperatura de multiplicacdo a
30°C, a concentracao de IPTG a 5 mM, com um periodo de multiplicacéo de 24 h.

A analise pela técnica de SDS-PAGE demonstrou a presenca de uma banda com

peso molecular de aproximadamente 81 kDa, correspondente a proteina Crylla,
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juntamente com varias outras fracdes protéicas da propria E. coli, comparados a um

extrato da E. coli contendo o vetor sem inserto do gene (Figura 10).

MM 1 2
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Figura 10. Deteccdo da proteina crylla em gel de SDS PAGE 10%. Canaletas: M=
Marcador molecular em KDa, Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (Fermentas); 1= Proteinas do extrato de células de E. coli com
vetor sem o inserto; 2= Proteinas do extrato de células do clone

recombinante contendo a proteina Crylla, indicada pela seta.

A confirmacdo da expresséo da proteina Crylla em E. coli foi feita pelo método
de Western Blotting, onde utilizou-se como anticorpo detector o anticorpo monoclonal
IgG de camundongo anti poli-histidina, juntamente com o conjugado imunoenzimatico
de anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo com a peroxidase, que identificou a
proteina de peso molecular de aproximadamente 81 kDa no extrato de proteina bruta

derivada da E. coli recombinante, através da presenca da cauda de polihistidina, ao



37

passo que ndo houve nenhuma detecgdo com relacdo ao extrato preparado com células

de E. coli sem o inserto (Figura 11).

M 1
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Figura 11. Deteccdo por Western Blotting da proteina Crylla expressa em E. coli.
Canaletas: M= Marcador molecular em KDa, Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder (Fermentas); 1= Extrato de proteina total de células
de E. coli com vetor sem o inserto; 2= Extrato de proteina total do clone

recombinante de E. coli, evidenciando a proteina Crylla.

Seguindo a expressao, o lisado bacteriano induzido para a expressao da Crylla
foi purificado em colunas HisTrap HP (Figura 12), com tampéao de equilibrio com 20 mM
de Imidazol e tampéo de eluicdo a 500 mM de Imidazol. Na purificacao (Figura 7), nao
houve completo éxito visto que as fragdes (Fracdes 1, 2 e 3) com maior concentragcao
da proteina Crylla contém outras bandas de proteinas, indicando inespecificidade na
ligacdo destas proteinas ao niquel da coluna. Mesmo néo tendo as fracbes somente
com a proteina de interesse, as bandas referentes a proteina Crylla, foram
quantificadas por desintometria, para futuros experimentos com marcagdo da proteina
purificada, visando ensaios de competéncia para BBMV. Visando experimentos
posteriores, como analises de ligagcao “in vitro” e “in vivo” das toxinas Crylla e Vip3Aa,

aos receptores do epitélio intestinal deste inseto, sdo ferramentas para demonstrar ou
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nao correlagéo entre ligagéo e toxicidade, bem como os tipos de interacdo que podem
nao resultar na evolucdo da resisténcia de S. frugiperda.

M 1 2

95 KD —»
T2KDa — ™ %

Figura 12. Deteccdo em gel de SDS PAGE 10% da proteina Crylla purificada em
colunas HisTrap HP (Amersham), carregada com niquel. Canaletas: M=
Marcador molecular em KDa, Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (Fermentas); 1= eluato obtido apds a passagem da proteina pela
coluna; 2= eluato obtido apds a passagem com 500 mM de imidazol pela
coluna; 3= 12 fragcdo contendo proteina eluida; 4= 22 fracdo contendo
proteina eluida; 5= 32 fracdo contendo proteina eluida; 6,7,8 e 9= fracdes

contendo as proteinas eluidas. Proteina Crylla esta indicada pela seta.

5.3. Bioensaios com Spodoptera frugiperda

Os bioensaios foram realizados com os lisados obtidos antes da purificagdo com
a coluna HisTrap HP (Amersham).
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Nos bioensaios com S. frugiperda, a CLsy dos lisados contendo as proteinas
Crylla e Vip3Aa foi aferida (Tabela 2), sendo que todos a CLsg para a proteina Crylla
de 69,52 ng/cm? e, para a proteina Vip3Aa, a CLs, foi de 24,66 ng/cm?. A exposicéo das
larvas ao lisado proveniente da E. coli BL21 (DE3), contendo o vetor sem inserto e ao
tampéo de lise do vetor pET SUMO, usados como controles negativos, ndo causou
mortalidade. Esses dados demonstram claramente que as toxinas de B. thuringiensis

Vip3Aa e Crylla sé&o ativas contra S. frugiperda.

Tabela 2. Bioensaios de dose/resposta das proteinas Crylla e Vip3Aa com larvas de

primeiro instar de S. frugiperda.

Toxinas CL s (ng/cm ) b * (EP)?
(IC min.méax.) !

Vip3Aa 24,66 (9,731 — 44,510) 1,233 + 0,207

Crylla 69,52 (30,235 - 140,130) 0,839 + 0,167

(IC min.méx.)" : Intervalo de confianca (IC 95%); b * (EP)?: Coeficiente angular da reta
e Erro Padrao.
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VI. DISCUSSAO

A expressdo de genes de varios microorganismos em E. coli tem sido
largamente utilizada com sucesso e, 0 uso desta técnica no presente estudo, resultou
na obtencéo de clones E. coli portadores dos genes vip3Aa e crylla. A toxicidade das
proteinas codificadas foi testada frente a praga da ordem Lepidoptera, S. frugiperda,
confirmando a acdo efetiva das proteinas Vip3Aa e Crylla, que se apresentaram
altamente téxicas a mesma. Esta estratégia possibilitou verificar que as proteinas
recombinantes seguem com suas propriedades inseticidas, tais como nas linhagens de
origem. Essa estratégia permite o estudo da eficiéncia das toxinas isoladamente
visando principalmente a obtencdo de plantas geneticamente modificadas portadoras
de genes Bt no controle das diferentes pragas das culturas.

O sistema de expressdo em E. coli permitiu, a obtencdo das toxinas Vip3Aa e
Crylla, as quais foram analisadas por meio da técnica SDS-PAGE, tendo peso,
aproximadamente de 100 KDa (Figura 7) e 81 KDa (Figura 10), para as toxinas Vip3Aa
e Crylla. O aumento do peso da proteina Crylla deve-se a adicdo da cauda de poli-
histidina, enquanto para proteina Vip3Aa a adicdo de 11 KDa, deve-se a ubiquitina
(SUMO) presente no vetor pET SUMO. A técnica de Western Blotting (Figuras 8 e 11)
confirmou a correta insergdo dos genes crylla e vip3Aa no vetor de expressao, e 0
reconhecimento da cauda de poli-histidina na fracdo das proteinas, resultando em
bandas com os tamanhos previstos. Genes cry de B. thuringiensis vém sendo isolados
e clonados em E. coli ou em B. thuringiensis mutantes para genes cry (cry'B), por varios
pesquisadores, ja algum tempo (KUMAR et al., 2005; HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2008; BERGAMASCO, 2009) e, para genes vip3 (LEE et al., 2003; BHALLA et al., 2005;
SENA et al.,, 2009, ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011) tidos como responsaveis pela
expressao de proteina altamente toxicas a um amplo espectro de insetos da ordem
Lepidoptera.

Tanto as toxinas Cryll, quanto as Vip3A séo sollveis e ndo formam cristais
protéicos, enquanto a maioria das toxinas Cry formam cristais protéicos. Toxinas Cryll
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apresentam uma gama de acao a insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera (SHIN et
al., 1995; CHOI et al., 2000; SONG et al., 2003), propriedade também encontrada em
outras proteinas como as CrylB (ativa para lepidopteros, dipteros e coledpteros),
CrylAc (ativa para lepidopteros) e Cry2A (ativa para lepidépteros e dipteros) (WINDER
& WHITELEY, 1990; ZHONG et al., 2000). As toxinas Vip s@o produzidas durante o
estagio de crescimento vegetativo e secretadas no sobrenadante da cultura por muitas
estirpes de B. thuringiensis. Elas sdo toxicas para certas espécies de coledpteros (Vipl
e Vip2) ou para uma gama de insetos lepidépteros (Vip3) (ESTRUCH et al., 1996;
ESTRUCH et al., 1997; ESPINASSE et al., 2003).

Em experimentos realizados por LOGUERCIO et al. (2002), foi considerado o
nivel de 38,1% de mortalidade como moderadamente toxico para S. frugiperda, tendo
em vista que os bioensaios foram realizados com sobrenadante de B. thuringiensis
,contendo Vip3A, no entanto a proteina nao foi isolada. A eficiéncia é elevada quando a
proteina Vip3A € expressa em E. coli e a bactéria recombinante € usada em bioensaios,
chegando a 100% de mortalidade. Os resultados obtidos neste trabalho, evidenciam a
eficiéncia da proteina Vip3Aa, presente no lisado da proteina, contra lagartas neonatas
de S. frugiperda onde verificou-se uma taxa de mortalidade de 96,8% e uma CLso de
24,66 nglcm?®. Além de S. frugiperda as primeiras proteinas desta classe relatadas
(Vip3Aa e Vip3Ab) quando expressa em E. coli exibiram elevado indice de mortalidade
(100%) também para Agrotis ipsilon e Spodoptera exigua. (ESTRUCH et al., 1996;
LOGUERCIO et al., 2002).

RANG et al. (2005) observaram que a nova proteina Vip3Bal foi expressa em
estirpe de E. coli recombinante e ndo causou mortalidade em O. nubilalis e P. xylostella,
apenas reducdo de crescimento das larvas impedindo a mudanca de instar. MILNE et
al. (2008) mostraram que os lepiddpteros Choristoneura fumiferana e Lymantria dispar
sdo menos suscetiveis a Vip3Aa do que S. exigua (10 e ~ 100 vezes, respectivamente).
Para estas espécies, a diferenca na suscetibilidade foi mostrado por bioensaios usando
inibicdo de crescimento como resposta a dose, e ndo mortalidade. Estes autores
consideram como altamente suscetiveis as espécies de S. exigua e A. ipsilon, e menos

suscetiveis as espécies de Tricloplusia ni, H. virescens, C. fumiferana e L. dispar.



42

No bioensaio realizado, Vip3Aa foi altamente toxica a S. frugiperda (CLso 24,66
ng/cm?), com 95% de intervalo de confianca (9,731 — 44,510 ng/cm?), os resultados
foram obtidos com um slope de 1,233 + 0,207 (Tabela 2), estando abaixo dos valores
encontrados no banco de dados “Specificity Database”
(http://www.glfc.forestry.ca/bacillus), o qual aponta os valor de 55,9 ng/cm? para larvas
neonatas de S. frugiperda, com deposicédo da toxina na superficie da dieta (LEE et al.,
2003). SENA et al. (2009) testaram a toxicidade e a interacdo de ligacdo das proteinas
Vip3Aa, Vip3Af, CrylAb e CrylFa em S. frugiperda e a toxicidade das mesmas foram
de 49,3 ng/cm? para Vip3Aa, de 21 ng/cm? para Vip3Af, de 867 ng/cm? para CrylAb e
de 170 ng/cm? para CrylFa. Demonstraram que as proteinas Vip3A foram mais téxicas
que as proteinas Cryl e que as proteinas Vip3A e Cryl estudadas tem sitios de ligacéo
independentes nos receptores intestinais deste inseto, ocorrendo competicdo pelo
mesmo sitio entre as proteinas CrylAb e CrylFa, assim como Vip3Aa compete pelo
mesmo sitio que Vip3Af.

Existem outras proteinas recombinantes com efeito toxico a diferentes larvas
neonatas de diferentes espécies de insetos da ordem LepidOptera, como a toxina
Vip3A-S184, clonada e expressa em E. coli BL21 que demonstrou em bioensaio alta
toxicidade com CLsp de 0,16 pug/ml contra Helicoverpa armigera, enquanto para S. litura
a ClLsp de 0,27 pg/ml, mantendo o mesmo nivel da H. armigera, entretanto esta proteina
teve baixo nivel de toxicidade para S. exigua com CLsy de 0,74 ug/ml (CHEN et al.,
2003).

No trabalho de DOSS et al. (2002), a proteina Vip3Aal foi expressa em E. coli
BL21 (DE3), e sua toxicidade foi demonstrada contra larva de Agrotis ipsilon, causando
50% de mortalidade a uma concentracdo de 80 ng/cm? enquanto para S. litura e
Plutella xyllostella, s&o 45 ng/cm? e 220 ng/cm?, respectivamente, para Vip3Aal.

A toxicidade da proteina Vip3Aal6 foi testada contra larvas de primeiro instar de
S. littoralis, com uma CLsp de 305 ng/cm? com intervalo de confianga a 95% (211-400
ng/cm?) e CLgo de 1045 ng/cm? com 95% de intervalo de confianca (729-1360 ng/cm?),
demonstrando sua eficiéncia no controle desta praga (ABDELKEFI-MESRATI et al.,

2011). No caso da A. ipsilon, a proteina Vip3A proporciona 260 vezes atividade
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inseticida superior que algumas proteinas CrylA relatadas como sendo ativas contra
esta praga (ESTRUCH et al., 1996).

As diferencas nos valores das doses de CLsy para mesma espécie de insetos,
obtidas nos trabalhos podem estar relacionadas a diferentes populacdes de S.
frugiperda utilizadas. Enquanto que as diferentes atividades das proteinas Vip3 podem
ser devidas as alteragbes nos aminoacidos, ou a outros fatores como a sensibilidade
dos insetos geograficamente distintos, e ainda diferenca nos estagios larvais utilizados
para ensaios de toxicidade (DOSS, et al.,2002).

Neste trabalho, a CLso para S. frugiperda da proteina recombinante Crylla foi de
69,52 ng/cm? com 95% de intervalo de confianca (30,235 — 140,130 ng/cm?), os
resultado foram obtidos com um slope de 0,839 + 0,167 (Tabela 2), mostrando
toxicidade a esta praga. BERGAMASCO (2009) também testou a toxina Crylla contra
S. frugiperda, utilizando o lisado contendo a proteina Crylla expressa em E. coli e
obteve uma CLso de 0,002 pg/ml. Nos estudos de LI-MING et al. (2007), a proteina
Crylla expressa em E. coli BL21 foi utilizada em bioensaios e sua CLs, foi determinada
para Ostrinia fumacalis e P. xylostella, com os valores de 0,268 pug/ml e 2,227 pg/ml,
respectivamente, verificando isoladamente a sua toxicidade a praga utilizada.

A proteina recombinante Cryllal2 expressa em E. coli, mostrou toxicidade frente
a larvas de primeiro instar de A. grandis e S. frugiperda, sendo a CLso de 230 yg/mle 5
ug/ml, respectivamente (GROSSI-DE-SA et al., 2007).

No estudo de MARTINS et al. (2008), uma proteina Crylla foi clonada no genoma
de baculovirus, expressa em células infectadas de insetos e a alta toxicidade foi
demonstrada nos bioensaios com a proteina purificada contra larvas neonatas de A.
grandis e de segundo instar de S. frugiperda, sendo cerca de 15 vezes maior que O
padrao (B. thuringiensis var. tenebrionis) nos ensaios com A. grandis (21,5 pg/ml) e
cerca de 160 vezes maior que o padrado utilizado (B. thuringiensis var. kurstaki S1450)
para S. frugiperda (0,289 pg/ml), assim como ndo demonstrou resultados significativos
guando testada contra P. xylostella e A. gemmatalis.

ESCUDERO et al. (2006), isolou um novo gene cryll, denominado de crylla7 e

sua proteina foi expressa em E. coli. Esta proteina foi solivel em agua e apresentou-se
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toxica a varias espécies de insetos. Ensaios de unido foram realizados com a toxina
Crylla7 biotinilada e demonstraram gque esta ndo ocupa o mesmo sitio de unido das
toxinas CrylAb ou CrylAc no intestino de Earis insulana e Lobesia botrana, as quais
sdo comumente encontradas em culturas Bt e em bioinseticidas comerciais baseados
em B. thuringiensis. Estas proteinas podem estar presentes em plantas Bt piramidadas,
com estas e outras proteinas, visando ao manejo da resisténcia.

A expressao em E. coli da proteina Crylla e Vip3Aa produz corpos de incluséo
guando sdo expressos nesta bactéria, o que ndo ocorre em B. thuringiensis, devido ao
fato de destas proteinas serem secretadas no meio de cultura, impedindo o seu uso em
aplicacbes de bioinseticidas (ESCUDEIRO et al., 2006). Contudo, suas caracteristicas
inseticidas podem ser exploradas com sucesso se as proteinas forem expressas em
plantas transgénicas (LIU et a al., 2004).

Vérias areas de pesquisa vém estudando estratégias que selecionem formas
resistentes de plantas a insetos. Na area molecular, as toxinas microbianas inseto-
especificas sdo uma alternativa. Um dos organismos mais estudados e utilizados é o B.
thuringiensis. Com isso, uma mesma planta poderia expressar diferentes genes, ou um
anico gene que codifigue uma proteina com dupla atividade.

Com o advento da biotecnologia moderna, genes que codificam proteinas com
propriedades inseticidas, foram isolados de B. thuringiensis e modificados para
expressarem adequadamente em plantas, para o controle de pragas alvo em diversas
culturas. As Vip3Aa e Crylla sdo proteinas potencialmente importantes para melhor
preservar 0 uso destes agentes de controle de insetos, podendo ser utilizadas em
estratégias que envolvam a apresentacdo de varias toxinas juntas, especialmente se
tiverem um modo de acéo diferente. Isto pode ser obtido pela construcédo de plantas
piramidadas de milho, com mais de um transgene de B. thuringiensis, diminuindo as
chances do inseto se tornar resistente, o que tem sido em alguns casos relatado para
0s transgénicos com unico gene cry. Portanto, Vip3Aa e Crylla, seria interessante
realizar ensaios de competéncia com ambas as toxinas e BBMV de S. frugiperda, para

verificar se existem sitios diferentes de unido ao intestino, isso indicaria a possibilidade
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de se fazer uma planta de milho Bt, piramidada, para qual S. frugiperda néo ofereceria

resisténcia.
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VIl. CONCLUSOES

. Os processos de isolamento, clonagem e expressao em sistema bacteriano da
Escherichia coli BL21 (DE3) foram efetivos para a obtencdo das proteinas Crylla e
Vip3Aa funcionais.

. As proteinas Crylla e Vip3Aa recombinantes demonstraram alta toxicidade as
lagartas de primeiro instar de S. frugiperda, revelando um grande potencial para o
controle desta praga, isso é uma indicagdo importante para producdo de plantas

transgénicas de milho.
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