UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

INTERAGAO DE PROTEINAS Vip3A E Cry1la10 DE Bacillus
thuringiensis COM ATIVIDADE INSETICIDA A
LEPIDOPTEROS-PRAGA

Suzana Cristina Marucci

Bidloga

2015



FWnwWw - SCEDOO—- o NO v




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

INTERAGAO DE PROTEINAS Vip3A E Cry1la10 DE Bacillus
thuringiensis COM ATIVIDADE INSETICIDA A
LEPIDOPTEROS-PRAGA

Suzana Cristina Marucci

Orientadora: Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
a obtencao do titulo de Doutor em
Agronomia (Genética e Melhoramento de
Plantas)

2015



M389i

Marucci, Suzana Cristina

Interagéo de proteinas Vip3A e Cry1la10 de Bacillus thuringiensis
com atividade inseticida a lepiddpteros-praga / Suzana Cristina
Marucci. — — Jaboticabal, 2015

iv, 68 p. :il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2015

Orientadora: Janete Apparecida Desidério

Banca examinadora: Odair Aparecido Fernandes, Agda Paula
Facincani, Paula Cristina Brunini Crialesi Legori, Juliana Regina Rossi

Bibliografia

1. Anticarsia gemmatalis. 2. BBMV (“Brush Border Membrane
Vesicles”). 3. Heliothis virescens. 4. Spodoptera frugiperda. I. Titulo. II.
Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 632.937

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da
Informagéo - Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagédo - UNESP, Campus de
Jaboticabal.



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

SUZANA CRISTINA MARUCCI - nascida em 16 de agosto de 1983, na
cidade de Jaboticabal — SP, é Bidloga, graduada no curso de Ciéncias Biologicas
(Licenciatura Plena e Bacharelado com énfase em Ciéncias Ambientais) pelo Centro
Universitario de Araraquara (UNIARA), Araraquara — SP, titulo este concedido em
Janeiro de 2007. Realizou estagio no Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria na
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal de 2006 a 2008, auxiliando no
desenvolvimento de projetos de manejo de pragas com o uso de genes cry e Vip3A
da bactéria Bacillus thuringiensis. Em agosto de 2008, ingressou no Programa de
Pos-Graduagdo em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas), da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal, desenvolvendo a dissertacéo intitulada
“Selecao e caracterizacdo de novos genes Vip3A: genes inseticidas de segunda
geracdo de Bacillus thuringiensis” como bolsista da Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP). Em margo de 2011, ingressou no
Programa de Pés-Graduagdao em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas),
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista
“‘Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal, desenvolvendo a pesquisa da
tese como bolsista da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP).



“Se vocé quiser alguém em quem confiar,
confie em si mesmo.

Quem acredita sempre alcanca.”



Aos meus pais, Aparecida e Carlos, por todo amor,
carinho e incentivo, imprescindiveis para minha formagao.
Com amor dedico este trabalho a eles.

Ao meu irmao Tiago por todo amor, carinho e alegria.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pelo

apoio financeiro.

A Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério, pela orientacdo e importante
dedicacido durante o desenvolvimento deste trabalho. A ela dedico meus sinceros

agradecimentos.

Ao Prof. Dr. Manoel Victor Franco Lemos, pela atencéo e ajuda na realizagao

deste trabalho.

A Eliane Cristina da Cunha Alves, por toda dedicacdo e ajuda nos

experimentos realizados.

Aos Doutores Jackson Antdnio Marcondes de Souza, Manoel Victor Franco
Lemos, Ricardo Anténio Polanczyk, Sénia Marli Zingaretti, Agda Paula Facincani,
Juliana Regina Rossi, Odair Aparecido Fernandes e Paula Cristina Brunini Crialesi
Legori pela participagdo nas bancas examinadoras e valiosas sugestdes cientificas

que muito contribuiram para esta tese.

A todos os colegas que fazem parte do Laboratério de Genética de Bactérias

e Biotecnologia Aplicada, pelo convivio no dia-a-dia.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FCAV/UNESP), ao Programa de Pés-Graduacao
em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas) e aos docentes desta
instituicado, pelas disciplinas ministradas, pelo conhecimento intelectual adquirido e

pela oportunidade de realizar este trabalho.



A toda minha familia e amigos queridos pelo incentivo e carinho durante a

realizacao deste trabalho.

Em especial a Deus, por me dar o dom da vida e a possibilidade de vencer

mais esta etapa.



SUMARIO

Pagina
RESUMO ...ttt e e et e e e e e et e e e e e e e eneees i
ABSTRACT ..ottt e e e e e e e e e e e e e e anaeees iv
1. INTRODUGAO. ... e 1
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 3
2.1. Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis e Heliothis virescens.. 3
2.2. B. thuringiensis e as proteinas Cry € Vip........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 4
2.3. Resisténcia dos insetos as toxinas de B. thuringiensis....................... 9

2.4. Interagéo das proteinas Cry1 e Vip3A com os receptores presentes
nas BBMVs (“Brush Border Membrane Vesicles”) de lepidopteros-praga.... 11

3. OBUETIVOS ...t a e e e e e 15
4, MATERIAL E METODOS...... oottt ettt 16
4.1. Amplificacdo por PCR dos genes vip3Aa e cryllalO.............ccceevveeee. 16
4.2. Clonagem dos genes vip3Aa e cryllal0 no vetor pET SUMO............ 18
4.2.1. Confirmagéo dos clones contendo os genes vip3Aa e cryllal0
[T 0T O OSSP 20
4.3. Indugéo da expressao dos genes vip3Aa e cryllal0O e obtengao dos
[T1T=To [0 1S3 o] f0] =1 oo 1= T 21
4.3.1. Andlise da expressao das proteinas em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE).......ci oot 22
4.4. Detecgao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 por “Western blotting”.... 23
4.5. Quantificagao das proteinas por densitometria...........cccccvvviivvienennn.. 24
4.6. Bioensaios com 0s lisados protéiCos.........cccoevvvuriieeeeiiiiiiieeeeeeeeiienen, 25
4.7. Purificacédo das proteinas Vip3Aa e Cry11a10........oovvviiiiiiiiiinnnnnn.. 27
4.8. Ativacao das protoxinas Vip3Aa e Cry1la10 com tripsina pancreatica
bovina e suco intestinal de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens...... 28
4.9. Marcacgao das proteinas ativadas com biotina...............cccccceeeeeeiiennnnes 29
4.10. Retirada do intestino de S. frugiperda, A. gemmatalis e H.
virescens e preparagao das BBMVs...........oooviiiii 30
4.11. Ensaios de ligagao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 a BBMVs de
S. frugiperda, A. gemmatalis € H. VIr@SCENS..........ccceiviviviiiiiiiiiie e, 32
4.12. Ensaios de competicdo homdloga das proteinas Vip3Aa e
Cry1la10 as BBMVs de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens........... 33
4.13. Ensaios de competicdo heter6loga das proteinas Vip3Aa e
Cry1la10 as BBMVs de S. frugiperda e A. gemmatalis.............ccccceeeeeeeeennnn. 33
5. RESULTADOS E DISCUSSAD.........c.eceieceeeeeeeeeeeeeeeee e 35
5.1. Amplificagao por PCR dos genes vip3Aa e cryllalO....................... 35
5.2. Clonagem dos genes vip3Aa e cryllal0 no vetor pET SUMO e
confirmagao dos clones por PCR...........cooiiiii e, 35
5.3. Inducéo da expressao dos genes vip3Aa e cryllalO e obtencao dos
TT=To (oS3 o] o] =1 [0 1 TR RPPSUSPRPIPIN 37
5.4. Deteccao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 por “Western blotting”.... 39
5.5. Bioensaios com 0s lisados protéicos ..........ccoevvveiviiiiiiiiiiiiicie e, 40

5.6. Purificagdo e ativacdo das protoxinas Vip3Aa e Cry1la10 com



tripsina pancreatica bovina e suco intestinal de S. frugiperda, A.

gemmatalis € H. VIFESCENS.........uuiiiiiiiie e 44
5.7. Marcacéao das proteinas ativadas com biotina................cccoooovnneeen. 47
5.8. Retirada do intestino de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens

e preparacao das BBMVS........coii i 48
5.9. Ensaios de ligacdo e competicdo homdloga das proteinas Vip3Aa e

Cry1la10 as BBMVs de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens........... 49
5.10. Ensaios de competicdo heterdloga das proteinas Vip3Aa e

Cry1la10 as BBMVs de S. frugiperda e A. gemmataliS..........ccccceeeeeeniiinnnnns 52

B. CONCLUSOES. ... .ot an e 57

7. REFERENCIAS.......cooeeeeeeeeeeeeeee e, 58



INTERAGAO DE PROTEINAS Vip3A E Cry1la10 DE Bacillus thuringiensis COM
ATIVIDADE INSETICIDA A LEPIDOPTEROS-PRAGA

RESUMO - As proteinas Vip3Aa e Cry1la apresentam potencial no controle de
lepidopteros-praga e surgem como alternativa promissora no manejo da resisténcia
de pragas as proteinas Cry1A, que tem sido altamente utilizada na formulacéo de
bioinseticidas comerciais a base de Bacillus thuringiensis (Bt) e em plantas
transgénicas. Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo a clonagem e
expressao das proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 em Escherichia coli, a fim
de se analisar a correlagcdo entre a unido aos receptores por meio de analises de
competicdo entre as diferentes toxinas Vip3Aa e a toxina Cry1la10, e a toxicidade a
lepidopteros-praga, inferindo-se quais as combinagdes que poderiam ser utilizadas
na produgéo de plantas transgénicas, contendo multiplos genes, as quais vém sendo
empregadas para contornar a evolugdo da resisténcia dos insetos as toxinas Bt.
Para tanto, os genes vip3Aa e cryllal0 foram clonados no vetor pET SUMO,
expressos em E. coli e a toxicidade das proteinas foram testadas em bioensaios com
lagartas neonatas de Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis e Heliothis
virescens. As BBMVs (“Brush Border Membrane Vesicles”) foram preparadas a partir
dos intestinos das trés espécies e ensaios de competicdo homodloga e heterdloga
foram realizados. As proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aa43 apresentaram toxicidade para
S. frugiperda e A. gemmatalis. Ja a proteina Cry1la10 apresentou toxicidade apenas
para A. gemmatalis e, as proteinas ndo se mostraram toxicas para H. virescens. Os
ensaios de ligagdo as BBMVs demonstraram que as proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43
e Cry1la10 se unem aos receptores presentes no intestino médio de forma efetiva
nas trés espécies e que, portanto, houve correlagao entre a toxicidade e a unido aos
receptores para as populagbes de S. frugiperda e A. gemmatalis, porém para H.
virescens nao houve relacao entre a toxicidade e a unido aos receptores. Sendo
assim, combinagao das proteinas Cry1la10 e Vip3Aa42 ou Vip3Aa43 é indicada
para a produgao de bioinseticidas, assim como para a produgcao de plantas
piramidadas, visando contornar o surgimento de resisténcia de populagbes de A.
gemmatalis as toxinas Bt.

Palavras-chave: Anticarsia gemmatalis, BBMV (“Brush Border Membrane Vesicles”)
Heliothis virescens, Spodoptera frugiperda



INTERACTION OF Vip3A AND Cry1la10 PROTEINS OF Bacillus thuringiensis
WITH INSECTICIDAL ACTIVITY AGAINST LEPIDOPTERAN PESTS

ABSTRACT - Vip3Aa and Cry1la proteins have potential in control of Lepidopteran
pest and emerge as a promising alternative in the pest resistance management the
Cry1A proteins, which has been highly used in the formulation of commercial
insecticides based on Bacillus thuringiensis (Bt) and in transgenic plants. Therefore,
this study aimed to cloning and expression of Vip3Aa42, Vip3Aa43 and Cry1la10
proteins in Escherichia coli, in order to analyze the correlation between the binding to
receptors through competition assays between the different Vip3Aa toxins and toxin
Cry1la10, and toxicity to lepidopteran pests inferring up which combinations that
could be used to produce transgenic plants containing multiple genes, which have
been used to circumvent the development of insects resistance to Bt toxins.
Therefore, vip3Aa and cryllal0 genes were cloned into the pET SUMO vector,
expressed in E. coli and toxicity of proteins were tested in bioassays with neonate
larvae of Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis and Heliothis virescens. The
BBMVs (Brush Border Membrane Vesicles) were prepared from the gut of the three
species, and homologous and heterologous competition assays were performed. The
Vip3Aa42 and Vip3Aa43 proteins were toxic to S. frugiperda and A. gemmatalis.
Already Cry1la10 protein showed toxicity only for A. gemmatalis and proteins were
not toxic to H. virescens. Binding assays to BBMVs demonstrated that Vip3Aa42,
Vip3Aa43 and Cry1la10 proteins binding effectively to receptors present in the
midgut in three species and, therefore, was correlation between toxicity and the
binding to receptors for the populations of S. frugiperda and A. gemmatalis, but for H.
virescens there was no relationship between toxicity and the binding to receptors.
Thus, the combination of Cry1la10 and Vip3Aa42 or Vip3Aa43 proteins is indicated
for the production of biological insecticidal, as well as for the production of transgenic
plants to circumvent the emergence of resistance of A. gemmatalis population to Bt
toxins.

Keywords: Anticarsia gemmatalis, BBMV (Brush Border Membrane Vesicles),
Heliothis virescens, Spodoptera frugiperda



1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para a agricultura mundial é o ataque de pragas
que, quando nao controladas, podem reduzir drasticamente a producéo. Entre os
principais insetos-praga destacam-se as lagartas Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818) (Lepidoptera:
Erebidae) e Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae),
importantes pragas da cultura do milho, soja e algodé&o, respectivamente.

Na tentativa de defender as plantacbes de pragas e doencgas, e garantir
indices de produtividade que proporcionem retornos econdmicos, os agrotoxicos tém
sido amplamente utilizados, no entanto, seu uso abusivo tem causado grandes
danos, levando a emergéncia de populagdes resistentes e a eliminagao de inimigos
naturais, além de contribuir para a contaminagdo do ambiente e prejuizo a saude de
agricultores e populagéo em geral (RUEGG et al., 1991).

Como alternativa aos agrotéxicos tem se destacado o uso do controle
biolégico de insetos. O controle bioldgico pode ser definido como um fenédmeno
natural que consiste na regulagdo populacional de plantas e animais por inimigos
naturais, os quais se constituem nos agentes de mortalidade bi6tica do ecossistema
(PARRA et al., 2002), sendo uma alternativa viavel e extremamente racional,
especialmente em paises em desenvolvimento, carentes de recursos financeiros e
possuidores de vastas areas agricultaveis, como é o caso do Brasil, além de ser
uma estratégia muito utilizada em sistemas agroecoldgicos, assim como na
agricultura convencional que se vale do Manejo Integrado de Pragas (MIP) (MELO;
AZEVEDO, 2000).

O controle biolégico de pragas reduz os riscos ambientais e de saude,
provenientes do uso de produtos quimicos, podendo ser utilizados em plantagdes
para que os niveis populacionais de pragas nao atinjam niveis danosos. O uso de
bioinseticidas proporciona alta especificidade, ou seja, somente causa danos a
praga alvo, nao afetando outros insetos, plantas ou até mesmo animais.

Entre os micro-organismos utilizados no controle biolégico de insetos-praga, a
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner, 1915) (Bacillales: Bacillaceae) é

considerada a espécie de maior interesse sendo caracterizada pela producédo de



proteinas com atividade inseticida que exibem especificidade contra larvas de
insetos de varias ordens, incluindo dipteros vetores de doengas humanas (DE
MAAGD et al., 2003). Entre as proteinas produzidas por B. thuringiensis, destacam-
se as Cry1 e Vip3A, que apresentam especificidade a insetos da ordem Lepidoptera
(SENA et al., 2009; GUO et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2013; HERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2013; CRIALESI-LEGORI et al., 2014).

O mecanismo de acdo desta bactéria baseia-se na solubilizacdo das
proteinas inseticidas no meio alcalino do intestino dos insetos. As protoxinas séo
convertidas em fragmentos tdxicos pela agdo de enzimas digestivas dos insetos
suscetiveis e, posteriormente, se ligam a receptores especificos na borda da
membrana epitelial, induzindo lesdes que destroem as células e matam o inseto.

As proteinas Cry1 e Vip3A nao possuem similaridade em suas sequéncias de
aminoacidos podendo se ligar a distintos receptores na membrana epitelial do
intestino médio dos insetos-praga (SENA et al., 2009; GOUFFON et al., 2011), fato
este, que as tornam excelentes candidatas a serem utilizadas na producado de
plantas transgénicas piramidadas que expressam duas ou mais toxinas inseticidas
para uma mesma praga, € que estdo sendo desenvolvidas na tentativa de evitar a
evolucdo da resisténcia destes insetos.

No entanto, para o sucesso desta tecnologia é necessario entender os
mecanismos de acao destas toxinas. Neste sentido, estudos envolvendo diferentes
proteinas inseticidas de B. thuringiensis e suas interacbes com os receptores de
membrana do epitélio intestinal de insetos alvo tornam-se de grande importancia,
visto que, buscam avaliar estratégias que venham a adiar a evolugao da resisténcia
por estas pragas as referidas proteinas.

Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo a clonagem e expresséao
das proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 em Escherichia coli (T. Escherich,
1885) (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae), a fim de se analisar a correlagao
entre a unido aos receptores por meio de analises de competicdo homodloga e
heterdloga entre as toxinas Vip3Aa e Cry1la10, e a toxicidade a S. frugiperda, A.
gemmatalis e H. virescens, inferindo-se quais as combinacbes que poderiam ser

utilizadas na produgao de plantas transgénicas, contendo multiplos genes de Bt.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatalis e Heliothis virescens

A agricultura brasileira € considerada mundialmente como uma das mais
eficientes na producdo de alimentos e também o principal setor da economia
nacional. No entanto, o ataque de insetos-praga é um dos principais entraves para a
produtividade, pois exige numerosas aplicagbes de inseticidas, o que aumenta os
custos da produgéo, prejudica o meio ambiente e a saude humana.

Entre as principais pragas agricolas destacam-se S. frugiperda, A. gemmatalis
e H. virescens, importantes pragas da cultura do milho, soja e algodao,
respectivamente.

S. frugiperda é uma praga polifaga que ataca diversas espécies vegetais de
diferentes familias botanicas sendo considerada a principal praga da cultura do
milho no Brasil (LIMA JR, 2012). Estas lagartas podem ser observadas desde a
emergéncia da plantula pelo ataque as folhas, até préximo a maturacgéao fisioldgica
pelo ataque aos graos em formacgao (FIGUEIREDO et al., 2006).

Por ndo apresentar diapausa, S. frugiperda possui ocorréncia sazonal nas
areas de clima temperado e, sob temperaturas mais elevadas, pode ocorrer até 13
geragdes por ano na cultura do milho (AFONSO et al., 2009). Historicamente, a
principal medida de manejo de S. frugiperda no Brasil tem sido o controle quimico
(COSTA et al., 2005). Contudo, o comportamento larval de S. frugiperda, que se
alimenta e se protege no cartucho das plantas de milho, limita significativamente a
eficiéncia desse método de controle (WAQUIL, 2007).

A. gemmatalis € uma das principais desfolhadoras da soja no Brasil, sendo
considerada um risco a producdo e a qualidade dos cultivos brasileiros
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). O inseto em seu estagio larval alimenta-se das
folhas jovens provocando grandes danos a lavoura de soja, que vao desde o
desfolhamento até a destruicdo completa da planta (PRACA et al., 2006).

Para o controle desta praga utilizam-se, predominantemente, inseticidas
quimicos, com até trés aplicagdbes por safra, ocasionando enormes prejuizos

ambientais e elevados custos aos produtores (PRACA et al., 2006).



H. virescens é considerada a mais severa praga do algodoeiro, uma vez que
provoca danos irreversiveis, alimentando-se de grande quantidade de estruturas
reprodutivas da planta hospedeira, propiciando, ainda, a penetracdo de micro-
organismos, os quais incrementam as perdas (GOULD, 1995).

As lagartas atacam o bot&o floral e magas pequenas, vindo em seguida, as
macas meédias e grandes, reduzindo a produtividade da cultura (ALMEIDA et al.,
2008). Uma das principais medidas de controle de H. virescens € o emprego de
inseticidas quimicos (GIOLO et al., 2006), os quais nem sempre séo eficientes, além

de reduzirem a populagao de inimigos naturais e causarem danos a saude humana.

2.2. B. thuringiensis e as proteinas Cry e Vip

A bactéria B. thuringiensis € uma bactéria entomopatogénica, Gram-positiva,
aerobia ou facultativamente anaerdbia, quimioheterotréfica, cuja temperatura ideal
de cultivo é de 30°C. Possui forma de bastonete e quando em condigdes
especificas, em geral desfavoraveis ao seu crescimento, desenvolve um ciclo de
esporulacdo tipico dos bacilos. Essa bactéria € encontrada naturalmente no solo
além de outros substratos como superficies de plantas, produtos armazenados e
insetos (BRAVO et al., 1998; AZEVEDO et al., 2000).

No inicio de sua esporulagdo sao sintetizadas grandes quantidades de
proteinas que possuem atividade inseticida. As proteinas acumuladas formam um
corpo de inclusdo cristalina, razdo pela qual elas sado denominadas Cry
(YAMAMOTO; DEAN, 2000). Esta inclusao protéica é o fator que caracteriza a
espécie de B. thuringiensis e confere a muitas linhagens o potencial
entomopatogénico.

Além das proteinas Cry, a bactéria B. thuringiensis sintetiza, durante a sua
fase de crescimento vegetativo, as proteinas Vip (Vegetative Insecticidal Proteins),
que tém demonstrado especificidade a insetos da ordem Lepidoptera (ESTRUCH et
al., 1996) e as proteinas Cyt, que possuem atividade citolitica in vitro e
especificidade in vivo aos dipteros (DE MAAGD et al., 2003), podendo seu modo de
acao também estar relacionado a um sinergismo com outras toxinas produzidas

pelos isolados.



O entomopatdogeno também produz outros fatores de viruléncia, como as [3-
exotoxinas, a-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases
(HOFTE; WHITELEY, 1989; DE MAAGD et al., 2001). Esses autores declaram
desconhecida a exata contribuicdo de cada fator na viruléncia da bactéria, sendo
uma dificuldade determinar o espectro toxico de um isolado que sintetiza mais de
uma proteina. Isso porque, quando os fragmentos tdxicos vao se ligar aos
receptores da membrana do intestino médio do inseto, ocorre uma competicéo pelos
sitios de ligacéo, que pode interferir na toxicidade do isolado.

Guttmann e Ellar (2000) identificaram isolados de B. thuringiensis com a
presenga de hemolisinas, quitinases, lecitinases e presenga do gene que codifica a
enterotoxina, uma toxina produzida por diferentes cepas de B. thuringiensis, com
peso molecular em torno de 45 kDa, e que pode ser téxica a vertebrados, uma vez
que é analoga a toxina produzida por Bacillus cereus (Frankland & Frankland, 1887)
(Bacillales: Bacillaceae).

No entanto, entre as proteinas produzidas pela bactéria B. thuringiensis, Cry1
e Vip3A sdo as mais estudadas, visto que possuem atividade inseticida a
lepidopteros-praga de diversas culturas de importancia econémica (SENA et al.,
2009; CHAKROUN; FERRE, 2014; CRIALESI-LEGORI et al., 2014)

As proteinas Cry1 apresentam peso molecular entre 130 e 140 kDa e sao
armazenadas em cristais bipiramidais, estes genes sdo os mais frequentes na
natureza, representando mais de 43% dos genes cry caracterizados (HOFTE;
WHITELEY, 1989).

Em relagcdo ao seu modo de acgdo, pesquisadores em todo o mundo tentam
desvendar o mecanismo complexo no qual as proteinas Bt matam os insetos, no
entanto, alguns aspectos continuam nao esclarecidos. De modo geral € aceito que
as proteinas cristal (Cry) sdo convertidas em fragmentos toxicos pela acdo de
enzimas digestivas dos insetos suscetiveis e, posteriormente, se ligam a receptores
especificos na borda da membrana epitelial, induzindo lesbes que destroem as
células e matam o inseto (DE MAAGD et al., 2001; BRAVO et al., 2005).

Em lepidopteros sdo propostos dois modelos de agao das proteinas Cry. De
acordo com o modelo de formac&o de poros (SOBERON et al., 2009), as proteinas

Cry que sao produzidas como inclusdes cristalinas de 70 a 140 kDa, apds a ingestao



pelos insetos, sao solubilizadas no lumem do intestino devido ao alto pH. Apds a
solubilizacdo as protoxinas sao clivadas pelas proteases do intestino médio nas
porcées N e C-terminal tornando-se uma toxina ativa de 60 kDa com a estrutura de
trés dominios. O dominio |, N-terminal, consiste em sete alfa-hélices e participa da
insercdo na membrana intestinal e formacédo do poro. O dominio Il, ou beta-prisma,
apresenta trés folhas dobradas simétricas, formando as beta-folhas. O dominio Il C-
terminal consiste em duas beta-folhas antiparalelas. Estes dois dominios estao
envolvidos no reconhecimento dos receptores e ligagdo, além do dominio Il também
ter sido associado a formagéao de poros (DE MAAGD et al., 2001).

As toxinas ativas se ligam aos receptores que estao presentes nas células do
intestino médio das larvas. No caso das proteinas Cry1A a caderina (CAD) funciona
como receptor primario (GOMEZ et al., 2002; XIE et al., 2005), a ligacdo com a
caderina facilita a clivagem por proteases da regido N-terminal da toxina eliminando
a hélice a-1 do dominio I.

Essa clivagem induz a montagem da forma oligomérica da toxina. Os
oligbmeros possuem afinidade por receptores secundarios como aminopeptidases-N
(APN) e fosfatase alcalina (ALP), que estdo ancorados a glicosilfosfatidilinositol
(GPI) (BRAVO et al., 2004). Depois dos oligbmeros se ligarem aos receptores
secundarios, eles criam poros na membrana apical das células do intestino médio,
causando choque osmoético, rompendo as células do intestino médio e, finalmente
terminando com a morte do inseto (ZHANG et al., 2006; BRAVO et al., 2004).

No modelo de transducgdo de sinais a toxicidade das proteinas Cry é devido a
ativacdo de uma cascata de sinais dependentes de Mg?' que é ativada pela
interacao da toxina com o receptor primario caderina. Essa interagao ativa a proteina
G a qual torna ativa uma adenilil ciclase promovendo a producao de AMP ciclico
intracelular. O aumento nos niveis de AMP ciclico ativa uma proteina quinase A, a
qual ativa uma via intracelular resultando na morte do inseto (ZHANG et al., 2006).

Neste modelo a morte das células do inseto ocorre sem a participacdo da
estrutura oligomérica da proteina que forma poros ou a participacao de outros
receptores como as proteinas ancoradas a GPIl (ZHANG et al., 2006; BRAVO et al.,
2004).



Entre as proteinas Cry, a proteina Cry1la10 (gb: [AY262167.1]) merece
destaque uma vez que esta foi isolada e teve sua sequéncia de nucleotideos obtida
por Espindola (2003). Em estudos desenvolvidos por Bergamasco et al. (2011), a
toxicidade desta proteina foi avaliada e demonstrou ser dotada de especificidade
tanto para insetos da ordem Lepidoptera quanto Coleoptera o que a coloca como
uma promissora proteina para o controle de pragas.

Os genes cryll codificam proteinas em torno de 70 a 81 kDa que ndo séo
acumuladas em cristal (CHOI et al., 2000; SONG et al., 2003), sendo classificadas
como proteinas Cry1l devido a similaridade com o grupo Cry1 (CRICKMORE et al.,
1998). Estas proteinas possuem uma ampla gama de hospedeiro, incluindo espécies
importantes de lepidopteros e coledpteros (TAILOR et al., 1992). Por ndo se
acumularem em cristais estas proteinas ndo sao incluidas como ingrediente ativo em
inseticidas a base de Bt. No entanto, sua eficacia na protecdo de plantas contra o
ataque de pragas tem sido demonstrada (LAGNAQUI et al., 2001; LIU et al., 2004).

Desta forma, as proteinas Cry1l tém se tornado excelentes candidatas para o
controle de pragas de interesse econdmico, e uma alternativa ao manejo da
resisténcia das pragas as proteinas Cry1A, que tém sido extensivamente utilizadas
como inseticida biolégico e em plantas transgénicas, uma vez que estudos apontam
que a proteinas Cry1l ndo compartilham os mesmo receptores das proteinas Cry1A,
no intestino médio dos insetos-praga (ESCUDERO et al., 2006).

As proteinas Vip pertencem a uma classe de proteinas produzidas por
algumas linhagens de B. thuringiensis, durante o estagio vegetativo de seu
crescimento, sendo secretada no meio de cultura como proteina soluvel (ESTRUCH
et al., 1996).

De acordo com Estruch et al. (1996) o gene vip3A codificador da proteina
Vip3A inicia sua expressao durante a fase de crescimento vegetativo e continua
ativamente expresso em culturas esporulantes. Altos niveis de expressdo em
combinagdo com alta estabilidade da proteina favorecem a produgao de grandes
somas de proteina nos sobrenadantes de culturas esporulantes.

As proteinas Vip ndao tém homologia de sequéncia ou estrutura com as
proteinas Cry (RANG et al., 2005), e sao classificadas em quatro classes diferentes
(CRICKMORE et al., 2014). As classes Vip1 e Vip2 formam uma proteina binaria



com atividade inseticida contra larvas de coledpteros (WARREN, 1997; LEUBER et
al., 2006; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009). A proteina Vip3 possui atividade
inseticida contra um grande espectro de insetos-praga de importancia agronémica
da ordem Lepidoptera e revela alta bioatividade para: Agrotis ipsilon (Hufnagel,
1767) (Lepidoptera: Noctuidae), S. frugiperda, Spodoptera exigua (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae), H. virescens, Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera
Noctuidae) e Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)
(ESTRUCH et al., 1996; DOSS et al., 2002; LIU et al., 2007). Quanto a proteina
Vip4, até o momento, ndo existem trabalhos relatando sua especificidade.

Sobre o0 modo de ac¢ao das proteinas Vip3 pouco se sabe, mas é descrito que
elas atuam por meio de formacgao de poros nas células epiteliais do intestino médio.
As proteinas Vip sao ingeridas como protoxinas, com massa molecular de 88,5 kDa,
e sao processadas pelas proteases do intestino do inseto, tornando-se proteinas
ativas com aproximadamente 62 kDa, estas se ligam a receptores especificos e
causam a lise das células do intestino do inseto (LEE et al., 2003).

Em estudos realizados por Schnepf et al. (1998), verificou-se que a extensao
C-terminal, encontrada nas proteinas Cry mais longas, nao faz parte da toxina ativa,
pois é digerida pelas proteases no intestino dos insetos, mas pode ter agao na
formacgao do cristal.

Por outro lado, estudos realizados por Selvapandiyan et al. (2001)
demonstraram diferengas no modo de agao da proteina Vip3Aa9 contra diferentes
pragas, quando realizadas dele¢des nas regides N-terminal e C-terminal da proteina.
Para determinar a atividade do fragmento toxico, estas dele¢gdes foram construidas,
expressas em E. coli e avaliadas em ensaios com larvas de Chilo partellus (Swinhoe,
1885) (Lepidoptera: Pyralidae) e Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera:
Noctuidae). Verificou-se que a delegcao de 39 aminoacidos da regidao N-terminal nao
alterou a toxicidade contra larvas de C. partellus, por outro lado, foi observada uma
reducdo da atividade toxica contra larvas de S. litura. Ja a delegcdo de até 154
aminoacidos na regido C-terminal, causou uma leve reducdo na mortalidade de
larvas de C. partellus e aboliu totalmente a atividade téxica contra S. litura.

Estes resultados sugerem que a toxicidade contra duas diferentes pragas é

mediada possivelmente por diferentes mecanismos, porém devido a auséncia de



informacdes sobre os receptores das toxinas Vip, ndo € possivel especular sobre os
fatores responsaveis pela diferenca de toxicidade observada com a delecdo da
regido C-terminal da proteina (SELVAPANDIYAN et al., 2001).

Entre as proteinas Vip3A, as proteinas Vip3Aa42 (gb: [HQ587048]) e
Vip3Aa43 (gb: [HQ594534]) merecem destaque, uma vez que foram isoladas e
tiveram suas sequéncias de nucleotideos obtidas por Marucci (2010).

Foi realizado o alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos das
proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aa43, demonstrando similaridade de 99% entre elas, com
onze substituicdbes de aminoacidos, embora estas proteinas apresentem alta
similaridade, andlises da toxicidade destas para as lagartas de S. frugiperda, A.
gemmatalis e H. virescens sao necessarias, visto que, alteragdes minimas nas
sequéncias de aminoacidos podem alterar a toxicidade e especificidade da proteina
(LIU et al., 2007; SHEN et al., 2009).

Sendo assim, a expressao destas proteinas em sistemas heterdlogos e
estudos envolvendo a toxicidade e o modo de acdo destas proteinas, sobre
diferentes espécies de lepidopteros-praga tornam-se de extrema importancia, uma
vez que poderao ser utilizadas na produgao de eventos piramidados, para postergar
a resisténcia de populagbdes de insetos a cultivos de B. thuringiensis, contribuindo

para o manejo da resisténcia.

2.3. Resisténcia dos insetos as toxinas de B. thuringiensis

O desenvolvimento de resisténcia caracteriza-se pela redugdo da
suscetibilidade de uma populacdo de insetos a uma toxina (TABASHNIK, 1994).
Uma grande quantidade de fatores fisiolégicos pode proporcionar o surgimento de
resisténcia dos insetos as toxinas de B. thuringiensis. Estes fatores incluem
dificuldades na solubilizacdo das proteinas no intestino do inseto, defeito na
clivagem proteolitica das toxinas, degradagao das toxinas por proteases intestinais,
dificuldade na ligagao das toxinas aos receptores intestinais, defeito na formacao do
poro e reparacdo do tecido epitelial (FERRE et al., 1991; GRIFITTS; AROIAN, 2005;
GUNNING et al., 2005).
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A ativagao das proteinas Cry e Vip por proteases é um passo fundamental no
modo de ag&o dessas toxinas. Em trabalhos realizados por Forcada et al. (1996) e
Forcada et al. (1999) com populagdes resistentes de H. virescens os autores
demonstraram haver resisténcia moderada dessa lagarta as proteinas Cry1Ab e
Cry2Aa. Os resultados apresentaram um perfil protéico para a populagéo resistente
e outro para a populacdo suscetivel quando as proteinas foram ativadas com
proteases intestinais.

Casos de evolugado da resisténcia de insetos a proteinas Bt restringiam-se a
inseticidas biologicos de Bt aplicados em pulverizagdo ou devido a selegcdo de
linhagens resistentes em condigdes de laboratério (VAN RIE; FERRE, 2000; NEPPL,
2001). No entanto, a partir de 2007 casos de evolugao de resisténcia a campo, de
pragas alvo de plantas Bt, comecaram a ser reportados, como por exemplo, a
evolucdo da resisténcia de H. zea a proteina Cry1Ac expressa em algodao nos EUA
(TABASHNIK et al., 2008), S. frugiperda a proteina Cry1F expressa em milho em
Porto Rico (STORER et al., 2010) e Pectinophora gossypiella (Saunders, 1844)
(Lepidoptera: Gelechiidae) & proteina Cry1Ac expressa em algoddo na india
(DUHRUA; GUJAR, 2011) e, também foi reportado o primeiro caso de evolugao de
resisténcia de um coledptero, Diabrotica virgifera virgifera (LeConte, 1868)
(Coleoptera: Chrysomelidae), a proteina Cry3Bb1 expressa em milho nos EUA
(GASSMANN et al., 2011).

A evidéncia de evolugdo de resisténcia destas pragas as proteinas Cry
ocorreram em menos de 10 anos de uso da tecnologia, ja a evolugao da resisténcia
de S. frugiperda ocorreu apenas quatro anos apos a liberagdo comercial do milho Bt,
tornando-se este, o caso mais rapido de evolugao de resisténcia a campo para uma
cultura Bt (STORER et al., 2010).

Trabalhos também relatam o surgimento de populagdes resistentes de P.
xylostella, Trichoplusia ni (Hubner, 1800-1803) (Lepidoptera: Noctuidae), P.
gossypiella e H. virescens (VAN RIE; FERRE, 2000; TABASHNIK et al., 2008;
BRAVO; SOBERON, 2008). Estas lagartas apresentam altos niveis de resisténcia a,
pelo menos, uma toxina da familia Cry1A, demonstrando reducéo na ligacéao de, ao

menos, uma proteina desta familia aos receptores especificos das células epiteliais
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do intestino, no entanto, possuem nenhuma ou pouca resisténcia cruzada a proteina
Cry1C (TABASHNIK, 1994).

A resisténcia cruzada € definida como a resisténcia adquirida por uma
populacdo de inseto a uma determinada proteina inseticida e consequentemente
essa populacédo torna-se resistente a outra proteina, sem necessariamente, sofrer
uma exposicao excessiva a mesma (GRIFITTS; AROIAN, 2005).

Para a maioria dos casos de evolugcdo da resisténcia em laboratério, os
insetos apresentam mutagdes em genes que codificam proteinas envolvidas em
qualquer uma das etapas do modo de agao (HECKEL et al., 2007). No entanto, para
os insetos que desenvolveram resisténcia em campo, apenas a alteracao do sitio de
ligacdo tem sido detectada (FERRE; VAN RIE, 2002; WANG et al., 2007;
TABASHNIK et al., 2011).

Analises de ligagcado das proteinas purificadas aos receptores localizados nas
vesiculas da borda escovada da membrana apical (BBMV - “Brush Border
Membrane Vesicles”) preparadas a partir do intestino de larvas demonstram que a
presenca de receptores para uma toxina Bt especifica € essencial para a toxicidade,
e que, diferentes receptores para diferentes toxinas podem estar presentes (BRAVO
et al., 2007; ABDELKEFI-MESRATI et al., 2009; DOSS, 2009; SENA et al., 2009;
ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011). A importancia dos receptores da membrana
epitelial torna-se mais evidente quando se observa que insetos, os quais se
tornaram resistentes a uma ou varias toxinas, apresentaram perda na capacidade de
ligacdo especifica as toxinas, devido a perda ou modificagdo dos receptores no
epitélio intestinal (FERRE et al., 1991; FERRE et al., 1994).

2.4. Interacao das proteinas Cry1 e Vip3A com os receptores presentes

nas BBMVs (“Brush Border Membrane Vesicles”) de lepidépteros-praga

Mediante o estudo da interagao entre toxinas Cry e Vip, e BBMVs preparadas
a partir do intestino médio de diferentes insetos, tem-se conseguido determinar a
especificidade das toxinas.

Estudos realizados por Lee et al. (2003), Abdelkefi-Mesrati et al. (2009) e

Sena et al. (2009), compararam o modo de acao da proteina Vip3A com Cry1 em
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experimentos de ativagdo proteolitica, ligacdo a BBMV e habilidade para formar
poros em diferentes ensaios in vitro. Os autores verificaram que a proteina Vip3A
difere em varias etapas quanto ao modo de acédo, utilizando um alvo molecular
diferente e formando distintos canais iénicos, comparados a proteina Cry1.

Em ensaios de ligagcédo das proteinas Vip3Aa16 e Cry1Ac a BBMV de Agrotis
segetum (Denis & Schiffermuller, 1755) (Lepidoptera: Noctuidae), Hamadou-Charfi et
al. (2013) demonstraram que a proteina Vip3Aa16 se liga especificamente aos
receptores presentes na BBMV deste inseto, ndo impedindo a ligagdo da proteina
Cry1Ac, indicando assim que estas proteinas se ligam a receptores distintos na
BBMV deste inseto.

Com base no trabalho realizado por Sena et al. (2009), a proteina Cry1Fa
ocupa o mesmo sitio de unido que Cry1Ab em S. frugiperda, ja que esta reduziu
efetivamente a unido de Cry1Fa marcada a BBMV deste inseto, ao mesmo tempo
em que a unido da proteina Cry1Fa nado foi reduzida pelas proteinas Vip3Af1 e
Vip3Aa1 ndo marcadas, o que indica que estas toxinas ocupam outro sitio de unido
em S. frugiperda. Sendo assim, estes resultados indicam que S. frugiperda
apresenta um sitio de unido para Cry1Fa compartilhado por Cry1Ab e outro sitio
diferente compartilhado por Vip3Af1 e Vip3Aa1.

Desse modo, as toxinas Cry1Fa e Cry1Ab ndo devem estar numa mesma
planta transgénica por permitirem a possibilidade de ocorréncia de resisténcia
cruzada. Ja as propriedades distintas de unido das proteinas Vip3A com proteinas
Cry a receptores de H. virescens, H. zea e S. frugiperda, indicam um potencial muito
baixo de resisténcia cruzada (LEE et al., 2006; JACKSON et al., 2007; SENA et al.,
2009). Portanto, estas toxinas podem ser usadas em conjunto ou em rotacdo em
estratégias efetivas de controle de pragas e de manejo de resisténcia (JACKSON et
al., 2007).

Estudos realizados por Gouffon et al. (2011) demonstraram a especificidade
de ligagdo da proteina Cry2Ae aos receptores do intestino médio das lagartas H.
virescens, H. zea e Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae).
E em ensaios de competicao utilizando as proteinas Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Fa, Vip3A
e Cry2Ab eles observaram que a proteina Cry2Ae compartilha o mesmo sitio

receptor da proteina Cry2Ab, mas ndo com as proteinas Cry1 ou Vip3A, sugerindo
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assim, que a proteina Cry2Ae poderia ser utilizada em estratégias de manejo de
resisténcia das lagartas testadas, em combinagdo com as proteinas Cry1 e Vip3A.

Sao conhecidos quatro tipos de receptores envolvidos no complexo processo
de ligacdo das proteinas Cry1 as microvilosidades da membrana apical das larvas
de lepidopteros. Uma aminopeptidase-N (APN) e uma fosfatase alcalina (ALP),
estando ambas ligadas a membrana por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol
(GPI), uma proteina do tipo caderina (CAD) e um glicoconjugado (GCR) de 270 kDa
(VALAITIS et al., 2001; BRAVO et al., 2007; PIGOTT; ELLAR, 2007; SOBERON et
al., 2009).

As proteinas caderinas séo glicoproteinas de 210 kDa envolvidas no contato
intracelular. Enquanto as caderinas classicas encontram-se principalmente dentro de
jungdes envolvidas na adesdo célula-célula (ANGST et al.,, 2001), as proteinas
caderinas de lepidopteros foram identificadas na membrana apical das células
colunares do epitélio do intestino médio local alvo das toxinas Cry (CHEN et al.,
2003).

Os receptores do tipo APN e ALP sao proteinas ancoradas a GPI e estao
localizados no interior de plataformas de lipideos (“Lipid Rafts”) que constituem
pequenos dominios na membrana celular (GRIFFITS et al., 2005). As
aminopeptidases-N (APN) sdo exopeptidases e atuam no intestino larval de
lepidopteros e tém sido amplamente estudadas como receptores das toxinas Cry de
B. thuringiensis. Diferentes de APNs dos varios grupos de insetos foram isoladas e
caracterizadas, sendo classificadas dentro de cinco grupos: APN1, APN2, APN3,
APN4 e APN5 (HERRERO et al., 2005).

Vérios estudos tém relatado que as ALPs também funcionam como
receptores das toxinas Cry, no qual foi demonstrado que a proteina ALP pode atuar
como um receptor de Cry1Ac em Manduca sexta (Linnaeus, 1763) (Lepidoptera:
Sphingidae) e H. virescens (McNALL; ADANG, 2003; JURANT-FUENTES; ADANG,
2004) e como um receptor Cry11Aa em Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera:
Culicidae) (FERNANDEZ et al., 2006).

Até o momento n&o existem receptores descritos para as proteinas Vip3A, no
entanto, alguns receptores putativos tém sido identificados. Em M. sexta, a toxina
Vip3A se liga as proteinas de 80 e 100 kDa na BBMV deste inseto (LEE et al., 2003).
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Ao passo que no intestino médio de Prays oleae (Bernard, 1788) (Lepidoptera:
Praydidae) a toxina Vip3Aa16 reconhece um receptor putativo em torno 65 kDa
(ABDELKEFI-MESRATI et al., 2009) e no intestino médio de Spodoptera littoralis
(Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) esta proteina se liga a receptores
putativos em torno de 55 e 100 kDa (ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011). As
diferengas encontradas entre os possiveis receptores para as proteinas Vip3A
sugerem que o modo de agédo desta toxina pode ser diferente de um inseto para
outro (ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011).

Estudos realizados por Singh et al. (2010) demonstraram que a proteina
ribossomal S2 é parceira na ligagdo da proteina Vip3A, e que a inibicdo da
expressao dessa proteina ribossomal S2 reduziu a toxicidade da proteina Vip3A, em
células Sf21 e larvas de S. litura, no entanto, estudos sdo necessarios para a
identificagdo do receptor principal.

Diferentes toxinas se ligam a diferentes receptores em diversas espécies de
insetos e com intensidade variada, o que explica a sua especificidade. A unido das
toxinas a membrana epitelial das células do intestino médio, ainda que necessaria,
nao é suficiente para determinar que uma proteina Cry ou Vip seja téxica contra um
determinado inseto. Em ensaios de ligacdo de proteinas Vip3A marcadas
radioativamente com '?°l & BBMVs de S. frugiperda, Chakroun e Ferré (2014),
observaram que a proteina Vip3Ad, embora nao tenha sido téxica para S. frugiperda,
ligou-se aos receptores presentes na BBMV deste inseto.

Assim sendo, as analises de ligagdo das novas toxinas Vip3Aa42, Vip3Aa43
de B. thuringiensis, aos receptores da membrana do epitélio intestinal dos insetos-
praga, S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens poderdo demonstrar correlagao
entre ligacao e toxicidade e, por meio de analises de competicdo com a toxina
Cry1la10, podera se inferir quais combinagdes resultariam no manejo da resisténcia
destes insetos. Desta forma, as diferentes combinag¢des poderiam ser utilizadas na
construcdo de plantas piramidadas, com mais de um transgene de B. thuringiensis,
diminuindo as chances do inseto se tornar resistente, além de se determinar padroes

plausiveis de resisténcia cruzada.
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3. OBJETIVOS

e Analisar a toxicidade das proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 para
lagartas neonatas de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens a partir do lisado

protéico de E. coli.

e Realizar ensaios de competicdo in vitro com BBMVs (“Brush Border
Membrane Vesicles”) de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens utilizando-se
das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 marcadas com biotina a fim de se indicar as
melhores combinagdes para a produgdo de plantas piramidadas visando o manejo

da resisténcia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amplificagao por PCR dos genes vip3Aa e cryllal0

Os genes vip3Aa42, vip3Aa43 e cryllalO, previamente clonados no vetor
pGEM T-Easy (Promega) foram amplificados por PCR utilizando-se do DNA
plasmidial dos clones de interesse. As reagdes de amplificacdo foram realizadas
com os oligonucleotideos iniciadores especificos, sendo utilizado para os genes
vip3Aa os iniciadores Vip5-Vip6 (Tabela 1), descritos por Loguercio et al. (2002).
Estes iniciadores foram descritos baseados na sequéncia do gene vip3Aal (gb:
[AAC37036]) e possibilitam a amplificagdo dos genes vip3Aa completos com 2370
pb, partindo do cédon de iniciagao até o cdédon de terminacédo, estes foram utilizados
por Marucci (2010), para o isolamento do gene vip3Aa42 a partir da linhagem
bacteriana B. thuringiensis var. tolworthi HD125 e do gene vip3Aa43 a partir da
linhagem bacteriana B. thuringiensis var. kurstaki HD1.

Para a amplificacdo do gene cryllalO foram utilizados os iniciadores CryF-
CryR (Tabela 1), estes foram elaborados baseados na sequéncia do gene cryllal0O
(gb: [AY262167.1]) e possibilitam a amplificacdo do gene cryllal0 completo com

2160 pb, partindo do cddon de iniciagao até o cédon de terminagao.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes
vip3Aa4z2, vip3Aa43 e cryllalO.

Iniciador Sequéncia
Vip5 5 ATGAACAAGAATAATACTAAATTAAGC 3’ (d)
'Vip6 5 G ATCTTACTTAATAGAGACAT 3’ (r)
’CryF 5" ATGAAACTAAAGAATCAA 3’ (d)
’CryR 5 CTACATGTTACGCTCAATATGGAG 3’ (r)

' Loguercio et al. (2002);  Elaborados neste trabalho - (d): direto; (r): reverso. Os cédons de
iniciacédo e terminagao apresentam-se sublinhados.

As reacgdes de amplificagao foram conduzidas em um volume de 25 pL para
cada amostra partindo-se do DNA plasmidial de cada clone e utilizando a enzima
“‘Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity” (Invitrogen). Os componentes da

reacdo e seus volumes estdo descritos na Tabela 2. Em todas as reagdes de
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amplificagdo foi adotado um controle negativo, substituindo-se o volume de DNA

usado por agua Milli-Q autoclavada.

Tabela 2. Reagentes utilizados nas rea¢des de amplificagéo por PCR.

Reagentes Volume
DNA (50 ng/uL) 3,0 uL
DNTP (10 mM) 0,5 uL
MgSO4 (50 mM) 1,0 uL
10X High Fidelity Buffer 2,5 uL
Oligonucleotideos (10 pmoles) 1,0 uL
Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (5 U/uL) 0,1 uL
Agua (q.s.p) 25,0 ulL

O programa de termociclagem foi otimizado de acordo com a temperatura de
pareamento dos oligonucleotideos iniciadores. As reagbes de amplificagdo foram
transferidas para um aparelho termociclador programado para 30 ciclos, contendo
uma etapa inicial de desnaturagao a 94°C por 2 min e cada ciclo foi constituido de
uma etapa de desnaturagdo a 94°C por 1 min, anelamento a 50°C por 1 min e
extensdo a 68°C por 2 min. Ao término dos ciclos, foi realizada uma etapa de
extensao final a 68°C por 5 min.

Posteriormente, as amostras foram visualizadas e analisadas em géis de
agarose 0,8%, utilizando-se de 5 pL do produto da PCR e 3 pL de tampéo de
carregamento de DNA (0,1 M de Tris-HCI, pH 6,8; 0,02% de Azul de Bromofenol;
50% de Gilicerol). O gel, contendo brometo de etideo (0,5 pg/mL), foi submetido a
eletroforese horizontal a 70 V por 2 h, conduzida em tampao TEB (0,4 M de Tris; 0,1
M de EDTA; 0,01 M de Acido Boérico, pH 8,3), também adicionado brometo de etideo
(0,5 pg/mL). O produto da amplificacdo foi comparado com o marcador molecular
“1kb DNA Ladder” (Thermo Scientific), o qual serviu como referéncia de migracao
eletroforética para verificagdo do tamanho dos fragmentos. Os géis de agarose
foram visualizados sob fonte de luz UV e registrado por meio de um sistema de
fotodocumentacgao digital em equipamento GEL DOC 2000 (Bio-Rad), por meio do
programa Quantity-One.

Apos verificar a amplificacdo dos fragmentos, o produto de PCR restante (20
ML) foi purificado utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System”
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(Promega) conforme as recomendacdes do fabricante, sendo o produto final
ressuspendido em 30 pL de agua livre de nucleases e mantido a 4°C por cerca de 4
h. Apos este periodo realizou-se a quantificagao do produto de PCR purificado no

aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

4.2. Clonagem dos genes vip3Aa e cryllalO no vetor pET SUMO

O kit para clonagem “Champion™ pET SUMO Expression System”
(Invitrogen) possibilita uma clonagem rapida por meio da inser¢gdo de um produto de
PCR no vetor. Este vetor permite a clonagem e a expressao de uma proteina de
interesse, fusionada a uma cauda com seis histidinas (6XHis), o que facilita a
purificagdo da proteina por meio de colunas de purificagdo por afinidade, carregadas
com niquel, e a uma proteina SUMO, que incrementa a expressdo da proteina
recombinante e aumenta a solubilidade de proteinas parcialmente insoluveis. A
estrutura terciaria da proteina SUMO é reconhecida de forma especifica e clivada
pela enzima SUMO protease, presente no kit. Quando essa proteina esta fusionada
a regido N-terminal da proteina de interesse, na presenga da SUMO protease,
ocorre a clivagem dessa particula, resultando na produgéo da proteina nativa.

A proteina SUMO ¢ originaria da Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E.C.
Hansen, 1883) (Saccharomycetales: Saccharomycetaceae) , que faz parte da familia
da proteina “ubiquitina-like” responsavel por regular varios processos celulares. No
vetor pET SUMO, a expressao do gene de interesse € controlada por um promotor
bacteriofago T7 forte que foi modificado para conter um “lac operator”. Para a
expressao do gene, € necessaria a liberagdo da T7 RNA polimerase para as células
pela inducdo da expressao desta, cujo gene T7 RNA polimerase é fornecido pela
célula hospedeira E. coli BL21 (DE3) One Shot de maneira regulada e que, quando
em quantidade suficiente, liga-se ao promotor T7 do vetor e transcreve o gene de
interesse (STUDIER et al., 1990) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa do vetor de clonagem e expressao pET SUMO (Invitrogen).

Para a clonagem dos genes vip3Aa e cryllal0 no vetor pET SUMO
inicialmente foram realizadas as reagbes de ligacdo utilizando-se de 150 ng de
inserto, 50 ng de vetor pET SUMO, 1 pL de tampao de ligagao 10X, 1 uL de enzima
T4 ligase e agua estéril (q.s.p) 10 uL. A reagao foi incubada a 15°C durante 16 h.

Apos este periodo, 2 yL do produto de cada reacdo de ligagao foram
adicionados em tubos contendo 50 pL de células de E. coli BL21 (DE3) One Shot
(Invitrogen), as quais foram utilizadas para a transformacgéo por meio do método de
choque térmico e selecionadas em placas com meio LB (10 g de triptona/L; 0,5 g de
extrato de levedura/L e 10 g de NaCl/L, adicionada de 1,5% de agar), contendo 50
Mg canamicina/mL (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Os clones resultantes foram transferidos, de forma organizada, para tubos de
polipropileno tipo Falcon contendo 3 mL de meio de cultura LB liquido suplementado
com 50 ug canamicina/mL e as células foram multiplicadas a 37°C sob agitacao
constante de 200 rpm por 12 h. Posteriormente, uma aliquota de 700 pL foi
assepticamente estocada em glicerol (100%) estéril e armazenada em ultra-freezer a
-80° C.
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Ap6s o periodo de multiplicagdo, 2 mL das células foram utilizados para a
extragdo do DNA plasmidial por meio da Lise Alcalina (SAMBROOK; RUSSEL,
2001), inicialmente a solugéo de células foi centrifugada a 17.949 x g por 5 min e o
sobrenadante foi descartado, 200 yL da solugéo | (25 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10
mM de EDTA; 50 mM de D-glicose), previamente resfriados, foram adicionados as
amostras, agitados até a completa solubilizagdo das células e mantidos a
temperatura ambiente por 5 min.

Em seguida, 200 yL da solugéo Il (0,2 N de NaOH; 0,5% de SDS) foram
adicionados as amostras. A solugéo foi gentilmente misturada por meio da inversao
dos tubos e mantida no gelo por 5 min. Decorrido este periodo, 150 uL da solugéo lli
(3 M de Acetato de Potassio, pH 4,8) foram acrescentados a amostra. Os tubos
foram gentilmente invertidos a fim de misturar a solugdo e mantidos no gelo por 5
min. Apds este periodo, as amostras foram submetidas a centrifugagao por 5 min.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 500 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) foram adicionados a suspensao. Apos 2 min de
homogeneizagao, procedeu-se a centrifugagdo das amostras a 17.949 x g por 5 min.
A fase aquosa foi transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado por meio da
adicdo de 875 uL de etanol absoluto gelado a solugdo. As amostras foram
misturadas e mantidas no gelo por 5 min. Logo em seguida, as mesmas foram
centrifugadas por 5 min e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de DNA foi
lavado com 1 mL de etanol 70% gelado, secado sob temperatura ambiente e
ressuspendido em 50 pL de TE (10 mM de Tris-HCIl e 0,1 M de EDTA, pH 8,0)
contendo RNase (10 ug/mL).

4.2.1. Confirmagao dos clones contendo os genes vip3Aa e
cryllalO por PCR

O DNA plasmidial dos clones foram entdo quantificados em aparelho
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e utilizados em reacbées de PCR com os
oligonucleotideos especificos permitindo visualizar presenga ou auséncia do inserto
através do produto amplificado. As reacées de amplificacdo estdo descritas na

Tabela 2, estas foram transferidas para um aparelho termociclador programado para
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30 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 min e cada ciclo
foi constituido de uma etapa de desnaturagao a 94°C por 1 min, anelamento a 50°C
por 1 min e extensdo a 68°C por 2 min. Ao término dos ciclos, foi realizada uma
etapa de extenséo final a 68°C por 5 min.

Além dos oligonucleotideos ja descritos para os genes de interesse (Tabela
1), foi utilizado, também para cada gene, o oligonucleotideo SUMO F, cuja
sequéncia esta presente no vetor pET SUMO, o que permitiu verificar se o gene

clonado estava na fase de leitura correta com o promotor.

4.3. Indugao da expressao dos genes vip3Aa e cryllalO e obtencao dos

lisados proteicos

Para a inducédo dos genes vip3Aa42, vip3Aa43 e cryllalO foram realizados
cultivos em placas de Petri contendo meio de cultura LB suplementado com 50 ug
canamicina/mL. Para isto, 12 yL da cultura dos clones em células de E. coli BL21
(DE3) One Shot, assepticamente estocado em glicerol (100%) estéril e armazenado
em ultra-freezer a - 80° C foram utilizados. As placas foram incubadas a 37°C por 16
h.

Em seguida foi preparado um pré-inéculo em tubos de polipropileno tipo
Falcon com capacidade para 50 mL, contendo 10 mL de meio LB e 50 pg
canamicina/mL. Uma col6nia do material cultivado na placa de Petri foi transferida
para esse tubo e as culturas foram incubadas a 37°C e 250 rpm por 16 h.

ApoOs esse periodo, 4 mL do pré-indculo foram transferidos para um
erlenmeyer com capacidade de 1000 mL contendo 400 mL de meio LB e 50 ug
canamicina/mL e incubado a 37°C sob agitacao de 250 rpm até que a D.O. a 600 nm
estivesse entre 0.5 e 0.8. Em seguida as culturas foram induzidas adicionando-se
IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) na concentracdo final de 0,4 mM e
mantidas sob agitagcao de 200 rpm por 5 h.

Inicialmente as culturas foram incubadas em quatro temperaturas diferentes,
16°C, 22°C, 30°C e 37°C, para verificar qual a melhor temperatura para a expressao
das proteinas de interesse, sendo isto realizado para todas as proteinas em estudo.

Este teste de temperaturas também serviu para analisar se as proteinas estavam
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sendo expressas de forma soluvel no sobrenadante ou se estavam formando corpos
de inclusdo e sendo retidas na forma insoluvel no precipitado.

Sendo assim, apos a inducéo por 5 h nas diferentes temperaturas, as culturas
que tiveram a inducao (I) com IPTG assim como a cultura controle ndo induzida (NI),
tiveram as células coletadas por centrifugacdo em tubos plasticos em centrifuga
Beckman® a 17.400 x g por 30 min e os “pellets” obtidos foram mantidos em gelo.
Para o inicio da lise celular foram adicionados aos “pellets” bacterianos 20 mL de
tampéo de lise (50 mM de Fosfato de Potassio, pH 7,8; 400 mM de NaCl; 100 mM
de KCI; 10% de Glicerol; 0,5% de Triton X-100; 10 mM de Imidazol) e estes foram
ressuspendidos por agitagdo vigorosa em aparelho do tipo “vortex”. Apds, adicionou-
se 600 uL de lisozima (100 mg/mL), 200 yL de DNAse | (1 mg/mL) e 20 uL de PMSF
(0,1 M), em seguida as amostras foram incubadas a 37°C sob agitagdo de 140 rpm
por 30 min.

Para o total rompimento das células, as amostras foram mantidas em gelo
picado e submetidas a sonicagcdo (Power 40% e Pulser 40) em aparelho “Onmi
Sonic Ruptor 400" (Omni International) por 60 s com intervalo de 15 s, sendo este
passo repetido trés vezes. Em seguida, foram centrifugadas a 17.400 x g por 30 min
a 4°C e os sobrenadantes transferidos para tubos de polipropileno tipo Falcon
estéreis de 15 mL. Os precipitados foram ressuspendidos em 2 mL de tampao de
lise sob agitagcao vigorosa em aparelho do tipo “vortex”. Tanto os precipitados quanto
os sobrenadantes foram analisados em gel de poliacrilamida para verificar a

eficiéncia da expressao.

4.3.1. Anadlise da expressao das proteinas em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada utilizando o sistema “Mini-
PROTEAN® 3 Cell” (Bio-Rad). O gel de separacao foi preparado na concentragcao
de 12% de poliacrilamida (acrilamida/bis-acrilamida 30:0,8%) € 1% de SDS e o gel
de empilhamento na concentracdo de 5% de poliacrilamida e 0,5% de SDS. A
eletroforese foi realizada em tampao Tris-Glicina (50 mM de Tris, pH 8,6; 1,92 M de

Glicina e 1% de SDS), a 30 mA e 200 V em temperatura ambiente por 90 min.
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As amostras foram preparadas contendo: 20 yL de cada lisado proteico e 10
ML de tampdo de carregamento de proteina [0,187 M de Tris, pH 7,0; 2,0% de SDS
(m/v); 1,0% de Azul de Bromofenol (m/v); 27% de Gilicerol (v/v) e 5,0% de -
mercaptoetanol (v/v)]. Essas amostras foram aquecidas a 100°C por 5 min e uma
aliquota de 20 uL foi aplicada no gel. Em todos os géis, utilizou-se do marcador
“Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Thermo Scientific) para
monitorar a separagao das proteinas durante a eletroforese e o peso molecular das
mesmas.

Apos a eletroforese, os géis foram imersos em recipientes plasticos contendo
30 mL de solugao de coloragao (0,1% de Coomassie-Brilliant Blue R-250 (m/v); 50%
de Metanol e 10% de Acido Acético) por 15 min. Em seguida foi realizada uma
lavagem com solugéo descorante (10% de Metanol e 10% de Acido Acético), sob
agitacdo constante por 12 h. Os géis foram colocados em filme plastico e as

imagens foram digitalizadas em aparelho de scanner.

4.4. Deteccao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 por “Western blotting”

Para a realizagao da técnica de “Western blotting”, o gel de poliacrilamida foi
preparado conforme descrito no item anterior e ndo corado. As amostras aplicadas
no gel foram as aliquotas das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 induzidas com IPTG e
nao induzidas e o marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”
(Thermo Scientific). Apoés a corrida eletroforética as amostras foram
eletrotransferidas em cuba de transferéncia umida “Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell” (Bio-Rad) para uma membrana “Amersham Hybond-P PVDF” (GE
Healthcare), utilizando-se de tampao CAPS 1X (10 mM de CAPS, pH 11,0) sendo o
processo realizado a 100 V a 4°C por 1 h.

Apos ser removida do cassete, a membrana foi umedecida com Metanol
100% e lavada em agua destilada por 5 min. O bloqueio de liga¢des inespecificas na
membrana foi realizado utilizando 10 mL de tampao PBS-T (1 mM de KH;POy4; 10
mM de Na;HPO4; 137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCI, pH 7,4 e 0,1% de Tween-20)

adicionado de 5% (m/v) de leite em p6 desnatado e, mantido em agitagdo suave por
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1 h. Apés este periodo a membrana foi enxaguada por 2 vezes em tampao PBS-T e
lavada em excesso do mesmo tampao por 5 min.

Em seguida, a membrana foi colocada em uma solugédo contendo o anticorpo
primario: “Anticorpo Monoclonal Anti-polyHistidine, Clone HIS-1” (Sigma-Aldrich) e
PBS-T na proporcdo de 1:5.000, e mantida em temperatura ambiente sob agitacéo
suave por 1 h,

Apds lavagens com PBS-T, a membrana foi colocada em uma solugéo
contendo o anticorpo secundario: “Amersham ECL Anti-Mouse 1gG, Horseradish
Peroxidade-Linkes Species-Specific Whole Antibody (from sheep)” (GE Healthcare)
e PBS-T na proporcao de 1:5.000, e mantida em temperatura ambiente sob agitagcao
suave por 1 h. Apés a incubagdo a membrana foi novamente lavada com PBS-T.

O sistema de detecgdo da marcagao foi por meio da mistura do cromogeno
mais substrato especifico “SIGMAFAST™ DAB With Metal Enhancer Tablet Set’
(Sigma-Aldrich) e para a interrupcéo da reagcédo, a membrana foi lavada com agua
deionizada, sendo posteriormente dessecada em temperatura ambiente e, ao final,
guardada ao abrigo da luz (TOWBIN et al., 1979).

4.5. Quantificagao das proteinas por densitometria

A quantificagdo da banda referente a expressao da proteina de interesse foi
realizada utilizando-se do “software ImageQuant TL 8.1” (GE Healthcare) por meio
do qual a densidade 6tica das bandas foi medida e relacionada com as quantidades
conhecidas de uma curva padrdo de proteina construida com cinco diferentes
concentragbdes de Soroalbumina Bovina (BSA) sendo elas de 0,88; 0,44; 0,22; 0,11;
0,05 mg/mL. Para tanto, géis de poliacrilamida foram preparados e as amostras dos
lisados protéicos de interesse foram aplicadas no gel, junto com as cinco diferentes
concentragbes de BSA. Depois de descorados, os géis foram digitalizados em
aparelho scanner “HP scanjet G4050” e a quantificagdo da banda referente a

expressao da proteina de interesse foi realizada.
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4.6. Bioensaios com os lisados protéicos

Os bioensaios foram realizados utilizando-se de lagartas neonatas de S.
frugiperda e H. virescens (cedidas gentilmente pela empresa SGS Gravena Ltda /
Jaboticabal — SP), e A. gemmatalis (cedidas gentiimente pelo Prof. Dr. José Roberto
Postali Parra, do Laboratorio de Biologia de Insetos da ESALQ de Piracicaba-SP).

Para a determinagdo da concentragao letal para 50% e 90% das lagartas
(CLso e CLg), diferentes concentragdes das protoxinas Vip3Aa e Cry1la10 foram
diluidas em solugéo de lise (pET SUMO) utilizando-se para os testes de toxicidade
as seguintes concentracdes: 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 ng/cm? para S.
frugiperda e A. gemmatalis. Ja para a lagarta H. virescens foram utilizadas as
concentracdes de: 100; 500; 1.500; 2.000; 5.000; 10.000 ng/cm? Estas
concentracdes foram baseadas em ensaios realizados previamente no Laboratério
de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), assim como no banco
de dados “Toxin Specificity Database” disponivel em:
http://www.glfc.forestry.ca/bacillus/.

Para a realizagdo dos bioensaios foi utilizada uma dieta artificial especifica
para as espécies estudadas (GREENE et al., 1976), conforme descrito na Tabela 3.
Os ingredientes listados foram triturados em aparelho de liquidificador e a dieta foi
individualizada com o auxilio de um erlenmeyer nas células das placas de

poliestireno de 128 pogos (Bio-Assay Tray — Bio-Serv) utilizadas.
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Tabela 3. Ingredientes necessarios para a preparagao da dieta artificial utilizada nos
bioensaios e manutengao das lagartas para a retirada dos intestinos.

Ingredientes Quantidade
Gérmen de trigo 100 g
Feijao carioca 400 g
Acido ascoérbico 69
Acido sérbico 39
Farelo de soja 59
Levedura de cerveja 62,59
Caseina 37,59
Carragenina 32,5
Formaldeido 6,5 mL
Solugao Vitaminica 30 mL
Tetraciclina 1 capsula
Nipagin 5,759
Agua destilada 1700 mL

Apoés a individualizagao da dieta nas células, as placas foram colocadas em
fluxo laminar e deixadas expostas a luz ultravioleta por aproximadamente 15 min
para a secagem. Os bioensaios consistiram de tratamentos de superficie onde, 50
ML dos lisados protéicos foram distribuidos em cada célula da bandeja. Dois
controles negativos foram utilizados no experimento: 1) dieta artificial banhada com
50 pL de extrato protéico de E. coli BL21 (DE3) One Shot, sem a presencga do vetor
pET SUMO + gene de interesse; 2) dieta artificial banhada com 50 uL de tampéao de
lise utilizado na obtencao dos lisados proteicos.

Posteriormente, as bandejas com a dieta banhada pelas proteinas inseticidas
foram mantidas em fluxo laminar por aproximadamente 1 h e, apds a absorgao das
proteinas na dieta, lagartas neonatas foram cuidadosamente colocadas diretamente
sobre a dieta com o auxilio de um pincel fino, sendo uma lagarta por célula. Logo
apos, as bandejas foram vedadas e levadas a uma sala climatizada, com

temperatura média de 26 + 2°C, umidade relativa do ar 70%, + 10% e luminosidade
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14 h de luz: 10 h de escuro (MONNERAT et al.,, 2007). Na Figura 2 é possivel

observar algumas etapas realizadas durante o preparo dos bioensaios.

PP PHBS

Figura 2. Etapas realizadas durante o preparo dos bioensaios. A - Adigdo de 50 uL
do lisado protéico em cada célula; B - Bandejas com a dieta banhada
pelas proteinas mantidas em fluxo laminar; C — Pote plastico onde os
ovos estavam acondicionados para a ecloséo das lagartas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em quadruplicata,
com 16 lagartas por repeticdo. A mortalidade foi avaliada no sétimo dia apds a
exposi¢cao das lagartas a dieta com proteina inseticida. A CLsp e a ClLgy foram
calculadas por meio da analise probit utilizando o programa de estatistica POLO-PC
(LeOra Software, Berkeley, CA).

4.7. Purificagao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10

A coluna utilizada para a purificagao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 foi a
“HisTrap™ HP Columns” de 1 mL (GE Healthcare). Estas colunas permitem a
purificacdo por cromatografia de afinidade uma vez que sédo preparadas com “Ni
Sepharose” o que possibilita uma alta purificagdo de proteinas marcadas com
histidina. Como no caso das proteinas em estudo, que estdo fusionadas a uma
cauda com seis histidinas (6XHis).

A coluna foi encaixada em uma seringa descartavel de 50 mL e colocada em
um suporte. Todas as solugbes usadas para a purificagdo, assim como os lisados
protéicos, foram cuidadosamente preparados e filtrados em filtros de 0,22 um. Para
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a purificacdo das proteinas as seguintes etapas foram realizadas, nas quais foram
passadas pela coluna as solugdes e quantidades descritas.

1- 5 mL de H,O Milli-Q autoclavada

2- 5 mL de tampéo de equilibrio (20 mM de Tampao Fosfato; 0,5 M de NaCl,
pH 7,4, contendo 50 mM de Imidazol)

3- 5 mL do lisado protéico (aproximadamente 40 mg de proteina)

4- 10 mL de tampao de equilibrio

5- 5 mL de tampéo de eluicdo (20 mM de Tampéo Fosfato; 0,5 M de NaCl,
pH 7,4, contendo 300 mM de Imidazol)

6- Fracoes de aproximadamente 500 uL foram coletadas em microtubos

7- 5 mL de tampéao de equilibrio

8

9- 3 mL de etanol 20%

Ap6s a purificacdo, as fragdes coletas foram analisadas em gel de

10 mL de tampéao de eluigao

poliacrilamida a 12%.

4.8. Ativagao das protoxinas Vip3Aa e Cry1la10 com tripsina pancreatica

bovina e suco intestinal de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens

A concentragdo das proteinas purificadas foi determinada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976) usando BSA como padrdo. As proteinas purificadas
foram ativadas por protedlise utilizando tripsina pancreatica bovina (Sigma-Aldrich)
na proporgao de 1:10 de tripsina:protoxina e incubadas sob agitagao de 140 rpm a
37°C por 1:30 h. Ap6s a incubagao as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g
por 15 min e analisadas em gel de poliacrilamida a 12% para verificar a eficiéncia da
digestao.

Para os ensaios de protedlise com suco intestinal, lagartas de ultimo instar, de
S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens, alimentadas em dieta artificial foram
imobilizadas em gelo por 5 min e dissecadas longitudinalmente para coletar a
membrana peritrofica junto com o bolo alimentar. Para cada amostra, cinco
membranas peritréficas com seu conteudo alimentar foram colocadas em

microtubos, centrifugadas a 13.000 x g por 20 min e o sobrenadante coletado. A
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concentragédo protéica do suco intestinal foi determinada pelo método de Bradford
adotando-se a proporcéo de 1:10 de suco intestinal:protoxina. A mistura foi incubada
sob agitacdo de 140 rpm a 37°C por 1:30 h e, apds a incubagéo, as amostras foram

centrifugadas a 13.000 x g por 15 min e analisadas em gel de poliacrilamida a 12%.

4.9. Marcagao das proteinas ativadas com biotina

As toxinas purificadas e ativadas com tripsina pancreatica bovina foram
quantificadas pelo método de Bradford e tratadas com biotina “Amersham ECL
Protein Biotinylation Module” (GE Healthcare), para isso foi adicionado 40 uL de
biotina para cada 1 mg de proteina. A mistura foi incubada sob agitagdo constante e
110 rpm em temperatura ambiente por 1 h.

Em seguida, a coluna Sephadex G-25 (Amersham) foi bloqueada com 5 mL
de tampao PBS 1X (1 mM de KH,PO4; 10 mM de Na;HPO4; 137 mM de NaCl e 2,7
mM de KCI, pH 7,4), contendo BSA 1% (m/v) e lavada com 20 mL de tampao PBS
1X. As proteinas ligadas com a biotina foram adicionadas a coluna e eluidas pela
adicao de 10 mL de tampao PBS 1X. Fragdes contendo aproximadamente 1 mL de
solucao foram coletadas.

As fragdes coletadas foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 9% e este
nao foi corado. As amostras foram eletrotransferidas em cuba de transferéncia
umida “Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad) para membrana de
nitrocelulose “Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane” (GE Healthcare)
utilizando-se de tampao CAPS (10 mM de CAPS, pH 11,0) sendo o processo
realizado a 100 V por 1 h e a 4°C.

ApOs ser removida do cassete, a membrana foi lavada em Tampao TBS (50
mM de Tris e 150 mM de NaCl, pH 7,6) por 5 min. O bloqueio de ligagdes
inespecificas na membrana foi realizado utilizando 10 mL de tampao TBS-T (50 mM
de Tris; 150 mM de NaCl, pH 7,6 e 0,1% Tween-20) adicionado de 5% (m/v) de leite
em po desnatado e, mantido em agitacdo suave por 1 h. Apos este periodo a
membrana foi enxaguada por 2 vezes em tampao TBS-T e lavada em excesso do

mesmo tampao por 5 min.
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Em seguida, a membrana foi colocada em uma solug¢do contendo o conjugado
“Streptavidin-AP Conjugate” (Roche) e TBS-T na proporgao de 1:2.000, e mantida
em agitacédo suave por 1 h, a temperatura ambiente. Apos este periodo a membrana
foi enxaguada por 2 vezes em tamp&o TBS-T e lavada em excesso do mesmo
tampéo por 3 vezes de 10 min. A revelagédo foi realizada utilizando o substrato
“‘BCIP/NBT Liquid Substrat System” (Sigma-Aldrich).

4.10. Retirada do intestino de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens

e preparagao das BBMVs

Lagartas de ultimo instar de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens,
alimentadas em dieta artificial (Tabela 3) foram utilizadas para a retirada dos
intestinos e posterior preparagdo das BBMVs. Estas lagartas foram imobilizadas em
gelo por 5 min, dissecadas longitudinalmente e o intestino foi cuidadosamente
retirado com o auxilio de uma pinca. Apds a retirada dos intestinos estes foram
colocados em placas de Petri e lavados em tampao MET gelado (250 mM de
Manitol; 17 mM de Tris-HCl e 5 mM de EGTA, pH 7,5).

A estocagem foi realizada em microtubos, onde os intestinos limpos foram
colocados, pesados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a - 80°C. Na
Figura 3 é possivel observar um esquema demonstrando o processo de retirada do

intestino das lagartas.
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Figura 3. Esquema demonstrando o processo de retirada do intestino das lagartas
em estudo. A — Manutengéao das lagartas em placas de poliestireno de 16
células contendo dieta artificial; B — Lagartas de ultimo instar imobilizadas
em gelo; C — Placa de Petri com os intestinos e tampdo MET; D —
Microtubo de 2 mL com intestinos limpos e pesados; E — Congelamento
em nitrogénio liquido dos intestinos contido nos microtubos.

As BBMVs foram preparadas pelo método de precipitagdo de diferencial de
magnésio descrito por Wolfersberger et al. (1987) com algumas modifica¢des. Para
tanto, dois grama dos intestinos previamente limpos e congelados foram colocados
em um tubo plastico para centrifuga Beckman®. Adicionou-se a estes intestinos 10
mL de tampao de homogeneizacao gelado (300 mM de Manitol; 17 mM de Tris-HCI;
10 mM de Hepes; 5 mM de EGTA; 2 mM de DTT; 1 mM de EDTA e 1 mM de PMSF,
pH 7,4) e estes foram submetidos a trituragdo em aparelho homogeneizador tipo
Turrax (GLH Omini Internacional) de 9 pulsos de 30 s com 30 s de pausa, na
velocidade de 3.000 rpm, sempre mantendo os tubos em gelo. Apods isso, adicionou-
se 10 mL de MgCl; a 24 mM e incubou-se a mistura em gelo por 15 min. A reacao foi
centrifugada por 15 min a 2.000 x g e 4°C e o sobrenadante foi transferido
rapidamente a outro tubo plastico para centrifuga gelado. Este sobrenadante foi
centrifugado a 16.000 x g por 45 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
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sedimento foi ressuspendido em 2,5 mL de tampao de homogeneizacéo e 5 mL de
MgClz a 24 mM, incubado no gelo por 15 min e centrifugado por 15 mina 2.000 xg e
4°C. O sobrenadante coletado foi novamente centrifugado a 16.000 x g por 45 min a
4°C e o sedimento ressuspendido em 1 mL de tampao de homogeneizacdo. As
BBMVs purificadas foram quantificadas pelo método de Bradford, analisadas em gel
de poliacrilamida a 12% para verificar a integridade do perfil protéico, divididas em

pequenas aliquotas e armazenadas a - 80°C.

4.11. Ensaios de ligagao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 a BBMVs de S.

frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens

Os ensaios de ligacao foram realizados como descrito por Abdelkefi-Mesrati
et al. (2011) com algumas modificagbes e caracterizaram-se pela ligagdo das
proteinas Vip3Aa e Cry1lal0 as BBMVs extraidas do intestino médio de S.
frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens.

Cada proteina biotinilada (100 ng) foi incubada com 10 ug de BBMVs em 100
ML de tampédo PBS 1X, a 28°C durante 1 h. As proteinas nao ligadas a BBMVs foram
removidas no processo de centrifugagdo por 15 min a 13.000 x g. As BBMVs foram
lavadas duas vezes em tampao PBS 1X e ressuspendidas em 20 yL de tampao PBS
1X e 10 yL de tampao de carregamento de proteina. Em seguida as amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida a 9% e este néao foi corado.

As amostras foram eletrotransferidas em cuba de transferéncia umida “Mini
Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad) para membrana de
nitrocelulose “Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane” (GE Healthcare)
utilizando-se de tampao CAPS (10 mM de CAPS, pH 11,0) sendo o processo
realizado a 100 V por 1 h e a 4°C.

ApOs ser removida do cassete, a membrana foi lavada em Tampao TBS (50
mM de Tris e 150 mM de NaCl, pH 7,6) por 5 min. O bloqueio de ligacdes
inespecificas na membrana foi realizado utilizando 10 mL de tampao TBS-T (50 mM
de Tris; 150 mM de NaCl, pH 7,6 e 0,1% Tween-20) adicionado de 5% (m/v) de leite

em po desnatado e, mantido em agitacdo suave por 1 h. Apos este periodo a
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membrana foi enxaguada por 2 vezes em tamp&o TBS-T e lavada em excesso do
mesmo tamp&o por 5 min.

Em seguida, a membrana foi colocada em uma solu¢do contendo o conjugado
“Streptavidin-AP Conjugate” (Roche) e TBS-T na proporgao de 1:2.000, e mantida
em agitagédo suave por 1 h, a temperatura ambiente. Apos este periodo a membrana
foi enxaguada por 2 vezes em tampao TBS-T e lavada em excesso do mesmo
tamp&o por 3 vezes de 10 min. A revelacdo foi realizada utilizando o substrato
“‘BCIP/NBT Liquid Substrat System” (Sigma-Aldrich).

4.12. Ensaios de competicao homoéloga das proteinas Vip3Aa e Cry1la10

as BBMVs de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens

Os ensaios de competicdo homdloga foram realizados como descrito por
Abdelkefi-Mesrati et al. (2011) com algumas modificagbes e caracterizaram-se pela
ligacdo e competicdo das proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 aos receptores
extraidos do intestino médio de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens.

Uma proteina biotinilada (100 ng) foi incubada com 10 ug de BBMVs em 100
uL de tampdo PBS 1X a 28°C por 1 h, na presenca da mesma proteina tripsinizada
nao marcada com biotina em excesso de 500, 1.000 e 2.000 vezes.

As proteinas nao ligadas a BBMVs foram removidas no processo de
centrifugagéo por 15 min a 13.000 x g. As BBMVs foram lavadas duas vezes em
tampéo PBS 1X e ressuspendidas em 20 yL de tampao PBS 1X e 10 pyL de tampéo
de carregamento de proteina. Em seguida as amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida a 9% e este ndo foi corado. As amostras foram eletrotransferidas e

reveladas conforme descrito no item 4.11.

4.13. Ensaios de competicao heteréloga das proteinas Vip3Aa e Cry1la10
as BBMVs de S. frugiperda e A. gemmatalis

Os ensaios de competicdo heteréloga foram realizados baseados nos
resultados de mortalidade estimados, sendo realizados como descrito por Hamadou-

Charfi et al. (2013) com algumas modificagdes e caracterizaram-se pela ligacéao e
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competicdo das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 aos receptores extraidos do intestino
médio de S. frugiperda, A. gemmatalis.

Nos ensaios realizados utilizando BBMVs de S. frugiperda a proteina
biotinilada Vip3Aa42 (100 ng) foi incubada com 10 yg de BBMVs em 100 pL de
tampao PBS 1X a 28°C por 1 h, na presenca da proteina Vip3Aa43 tripsinizada nao
marcada com biotina em excesso de 500, 1.000 e 2.000 vezes.

Ja nos ensaios realizados utilizando BBMVs de A. gemmatalis, a proteina
biotinilada Cry11a10 (100 ng) foi incubada com 10 yg de BBMVs em 100 L tampao
PBS 1X a 28°C por 1 h, primeiramente na presenca da proteina Vip3Aa42
tripsinizada ndo marcada com biotina em excesso de 500, 1.000 e 2.000 vezes.
Apods isso, o mesmo ensaio foi realizado, utilizando como competidora a proteina
Vip3Aa43 tripsinizada ndo marcada com biotina em excesso de 500, 1.000 e 2.000
vezes.

Também foi realizado um ensaio de competicao heterdloga utilizando BBMVs
de A. gemmatalis no qual, a proteina biotinilada Vip3Aa42 (100 ng) foi incubada com
10 yg de BBMVs em 100 pyL tampao PBS 1X a 28°C por 1 h na presenga da
proteina Vip3Aa43 tripsinizada ndo marcada com biotina em excesso de 500, 1.000
e 2.000 vezes.

As proteinas ndo ligadas a BBMVs foram removidas no processo de
centrifugagéo por 15 min a 13.000 x g. As BBMVs foram lavadas duas vezes em
tampéo PBS 1X e ressuspendidas em 20 pyL de tampao PBS 1X e 10 pyL de tampéo
de carregamento de proteina. Em seguida as amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida a 9% e este ndo foi corado. As amostras foram eletrotransferidas e

reveladas conforme descrito no item 4.11.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Amplificacao por PCR dos genes vip3Aa e cryllal0

Os oligonucleotideos iniciadores Vip5-Vip6 (Tabela 1) foram utilizados nas
reacbes de PCR permitindo a amplificagdo dos genes vip3Aa42 e vip3Aa43
completos com 2370 pb. Para a amplificagcdo do gene cryllalO foram utilizados os
oligonucleotideos CryF-CryR (Tabela 1) possibilitando a amplificacdo do gene

cryllal0 completo com 2160 pb (Figura 4).

2500 pb

~4 :
2370 pb ——W—— . . 2160 pb
2000 pb |

Figura 4. Eletroforograma evidenciando a amplificagdo dos genes vip3Aa e
cryllalO: M — Marcador Molecular “1 Kb DNA Ladder” (Thermo Scientific);
1 - vip3Aa4d2; 2 - vip3Aa43; 3 - cryllalO; 4 - Controle negativo da reagéo.

5.2. Clonagem dos genes vip3Aa e cryllal0 no vetor pET SUMO e

confirmagao dos clones por PCR

As subclonagens dos genes vip3Aa42, vip3Aa43 e cryllalO a partir do vetor
pGEM T-Easy para o vetor de expressdo pET SUMO, foram realizadas com
sucesso.

Clones positivos foram obtidos para os genes vip3Aa42, vip3Aa43 e cryllalo,

no entanto, s6 foram selecionados os clones que amplificaram utilizando, tanto os
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oligonucleotideos especificos para os genes (Tabela 1) quanto utilizando o
oligonucleotideo SUMO F. Este oligonucleotideo esta presente no vetor pET SUMO,
amplificando uma pequena porcéo, cerca de 100 pb, referente a proteina SUMO que
esta fusionada a regido N-terminal do gene de interesse. As amplificagbes com este
oligonucleotideo permitiram verificar se o gene clonado estava na fase de leitura
correta com o promotor.

Utilizando-se os oligonucleotideos Vip5-Vip6 (Figura 5 — A) houve a
amplificagdo do produto correspondente a 2370 pb, referente ao gene vip3Aa42
(clones de 1 a 5) e gene vip3Aa43 (clones de 6 a 10), nos 5 clones obtidos de cada
gene. No entanto, quando utilizado os oligonucleotideos SUMO F-Vip6 (Figura 5 —
B), apenas os clones 2, 3, 4, e 5 amplificaram o produto de 2470 pb para o gene
vip3Aa42 e os clones 6, 8, 9 e 10 amplificaram o produto de 2470 pb para o gene
vip3Aa43.

Os clones obtidos a partir do gene cryllalO foram amplificados utilizando-se
dos oligonucleotideos CryF-CryR (Figura 5 — C). Dos 5 clones obtidos, houve a
amplificacdo do produto de 2160 pb referente ao gene nos clones 1, 2, 4 e 5. No
entanto, quando utilizado os oligonucleotideos SUMO F-CryR (Figura 5 — D), apenas
os clones 1, 2 e 4 amplificaram o produto de 2260 pb referente ao gene.

Apods analisar os resultados da amplificagdo por PCR dos clones, somente os
que apresentaram amplificagdo utilizando o oligonucleotideo SUMO F foram

selecionados para os testes de expressao.
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Oligonucleotideos Vip5-Vip6 Oligonucleotideos CryF-CryR

2370 pb 2160 pb

2260 pb

Figura 5. Eletroforogramas evidenciando a amplificagdo dos clones com os genes
vip3Aa42, vip3Aa43 e cryllalO (A e C) e orientagao correta de clonagem
(B e D). M — Marcador Molecular “1 Kb DNA Ladder” (Thermo Scientific);
A: 1 a 5 clones com o gene vip3Aa42; 6 a 10 clones com o gene
vip3Aa43. B: 1 a 5 clones com o gene vip3Aa42; 6 a 10 clones com o
gene vip3Aa43. C: 1 a 5 clones com o gene cryllal0. D: 1 a 5 clones com
o gene cryllalO.

5.3. Inducao da expressao dos genes vip3Aa e cryllalO e obtengao dos

lisados proteicos

O teste de expressao foi realizado em quatro temperaturas diferentes, 16°C,
22°C, 30°C e 37°C. Foi possivel observar a expressao das proteinas Vip3Aa em
aproximadamente 101,5 kDa e a expressao da proteina Cry1la10 em 94 kDa em
todas as temperaturas testadas, no entanto, as proteinas apresentaram maior
expressao no sobrenadante, de forma soluvel na temperatura de 22°C, sendo esta
temperatura selecionada para todas as indugbes da expressao realizadas

posteriormente.
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Como o objetivo do trabalho era testar a toxicidade destas novas proteinas
Vip3Aa e Cry1la10 para lagartas de lepiddpteros-praga, o interesse era que estas
proteinas estivessem sendo expressas na forma soluvel, pois caso se
apresentassem em corpos de inclusdo, a proteina poderia estar inativa, uma vez que
estes corpos de inclusdo sao agregados densos de polipeptideos sem conformacgéao
ou com conformagao parcial. Isto seria indesejado no estudo, pois as proteinas de
interesse teriam que ser renaturadas para apresentarem a conformagao nativa, o
que requer um extensivo processo de tentativa e erro (MIDDELBERG, 2002).

A expressdo das proteinas recombinantes Vip3Aa42 e Vip3Aa43 foi
confirmada pela presenga de uma banda de massa molecular de 101,5 kDa, sendo
88,5 kDa da proteina Vip3Aa e 13 kDa referente a fusdo na regido N-terminal de um
peptideo contendo uma cauda com 6 histidinas (6XHis) e uma proteina SUMO,
presente no vetor de expressao pET SUMO. A expressao da proteina recombinante
Cry1la10 foi confirmada pela presenga de uma banda de massa molecular de 94
kDa, sendo 81 kDa da proteina Cry1la10 e 13 kDa referente a um peptideo
contendo uma cauda com 6 histidinas e uma proteina SUMO (Figura 6).

Além dos genes de interesse, foi realizada também a indugao de células de E.
coli BL21 (DE3) One Shot nao transformadas, isto €, sem a presenga do vetor pET
SUMO + gene de interesse, nas mesmas condi¢gdes de inducdo e extragdo das

proteinas, sendo esta utilizada como controle negativo nos bioensaios.
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140 kDa -

100 kDa

70 kDa

Figura 6. Gel de poliacrilamida do lisado protéico dos clones de E. coli, portadores
do vetor pET-SUMO com os genes vip3Aa42, vip3Aa43 e cryllalo,
evidenciando a expressdo das respectivas proteinas (indicada pelas
setas). M - Marcador de massa molecular “Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder” (Thermo Scientific) em kDa; 1 - Gene vip3Aa42
nao induzido; 2 - Gene vip3Aa42 induzido; 3 - Gene vip3Aa43 nao
induzido; 4 - Gene vip3Aa43 induzido; 5 - Gene cryllalO nao induzido; 6 -
Gene cryllal0 induzido.

Autores analisando a expressao de genes relatam a presenga de uma banda
de 88,5 kDa referente a proteina Vip3A (ESTRUCH et al., 1996; ZHU et al., 2006;
ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011) e de 81 kDa referente a proteina Cry1la
(TOUNSI et al., 2003; ESCUDERO et al., 2006; DAMMAK et al., 2010), confirmando

a correta expressao das proteinas em estudo.
5.4. Deteccao das proteinas Vip3Aa e Cry1la10 por “Western blotting”

A técnica de “Western blotting” realizada confirmou a expressao das proteinas
Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 recombinantes por meio do reconhecimento da
cauda de histidina (6XHis) fusionada a regidao N-terminal da proteina, o que permitiu
a reagcao com o “Anticorpo Monoclonal Anti-polyHistidine, Clone HIS-1" (Sigma-
Aldrich). A expresséo, evidenciada pela presenga da banda, foi observada tanto nos

lisados de E. coli portadores dos genes que foram induzidos com IPTG, quanto nos
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lisados de E. coli portadores dos genes que nao foram induzidos (Figura 7). A
expressao basal dos genes na cultura ndo induzida se justifica pelo fato de ocorrer,
mesmo na auséncia de IPTG, uma indugao ocasionada pela expressao da T7 RNA
polimerase a partir do promotor lacUV5, presente na cepa bacteriana E. coli BL21
(DE3) One Shot, utilizada como hospedeira para a expressdo das proteinas
(STUDIER; MOFFATT, 1986).

140 kDa
100 kDa

70 kDa

140 kDa

101,5 kDa 100 kDa

70 kDa 94 kDa

Figura 7. “Western blotting” dos lisados protéicos dos clones de E. coli portadores
do vetor pET SUMO com os genes vip3Aa42, vip3Aa43 e cryllal0. M -
Marcador de massa molecular “Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder” (Thermo Scientific). A: 1 - Gene vip3Aa42 induzido; 2 - Gene
vip3Aa42 nao induzido; 3 - Gene vip3Aa43 induzido; 4 - Gene vip3Aa43
nao induzido. B: 1 - Gene cryllalO induzido; 2 - Gene cryllal0 nao
induzido.

5.5. Bioensaios com os lisados protéicos

Bioensaios com os lisados protéicos foram realizados e as concentragdes

letais médias estimadas (Tabela 4).
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Tabela 4. Concentragao letal média das proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1lal0
para lagartas neonatas de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens.

Espécie / Tratamento CLs, (ng/cm?) CLg, (ng/cm?) b+erro-padrao®
(IC min — max)? IC (min — max)?

S. frugiperda
Vip3Aa42 78,2 (51,2 - 128.6) 862.8 (401,6 —3563.,1) 1,2+0,1
Vip3Aa43 113 (86 - 162.,3) 977.4 (539,8 — 2453,3) 1,3+0.1
CrylIal0 - - -

A. gemmatalis
Vip3Aa42 239.2 (172,7 - 356.,7) 1725,2 (952,7 — 4564,7) 1,4+£0.1
Vip3Aa43 57,5 (36,1 —89.1) 338 (186,2 -1134,1) 1,6 0,1
CrylIal0O 246.2 (187,3 —319,3) 1398.1 (977,5 — 2287.5) 1,7+0.1

H. virescens
Vip3Aa42 > 5000 - -
Vip3Aa43 > 5000 - -
CryllalO >5000 - -

@ Valores entre parénteses referem-se ao intervalo de confianca a 95% de
probabilidade. ° Coeficiente angular da reta.

Nos bioensaios realizados com S. frugiperda, a ClLsy estimada foi de 78,2
ng/cm? para Vip3Aa42 e de 113 ng/cm? para Vip3Aa43, no entanto, observando-se o
intervalo de confianga (IC), verifica-se que as proteinas foram igualmente efetivas
para este inseto, visto que, os valores do intervalo de confianga se sobrepdem.
Figueiredo et al. (2013) realizaram ensaios com a proteina Vip3Aa50 e utilizando a
mesma populacdo de S. frugiperda estimaram uma CLso de 79,6 ng/cm?.

Em bioensaios realizados por Caccia et al. (2014) a toxicidade da proteina
Vip3Aa16 foi testada para lagartas neonatas de S. frugiperda e apresentou CLsp de
24 ng/cm?. A proteina Vip3Aa tem se apresentado altamente toxica para lagartas
neonatas de S. frugiperda, sendo esta toxicidade superior ao das proteinas Cry1,
conforme resultados obtidos por Sena et al. (2009), em que a proteina Vip3Aa1 foi
testada em S. frugiperda e apresentou CLsy de 49,3 ng/cm?, enquanto as proteinas
Cry1Ab e Cry1Fa apresentaram CLso de 867 ng/cm? e 170 ng/cm?, respectivamente.

A proteina Cry1la10 nao apresentou toxicidade para a populagdo de S.
frugiperda testada, mesmo quando doses de até 10.000 ng/cm? foram utilizadas.
Escudero et al. (2006) testaram altas doses de uma proteina pertencente a familia

Cry1la (Cry1la7) e esta ndo apresentou toxicidade a populacéo de S. frugiperda. Em
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ensaios realizados por Grossi-de-Sa et al. (2007), a toxicidade da proteina Cry1la12,
expressa em E. coli e purificada, foi testada para lagartas de primeiro instar de S.
frugiperda e apresentou moderada toxicidade. Altas concentragdes da proteina (5
pg/mL) foram utilizadas para alcangar a toxicidade maxima para a lagarta.

No entanto, em ensaios realizados por Bergamasco et al. (2013), a mesma
proteina Cry1la10 foi testada para outra populagcdo de S. frugiperda e obtiveram
CLso de 69,52 ng/cm?.

A diferenga de suscetibilidade encontrada para diferentes populacdes ocorre
porque populagdes de insetos possuem variagdo genética natural que afetam a
reposta a uma toxina, com alelos conferindo suscetibilidade e outros conferindo
resisténcia (BERNARDI et al., 2011).

Para A. gemmatalis as proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10
apresentaram CLso de 239,2 ng/cm?, 57,5 ng/cm? e 246,2 ng/cm?, respectivamente.
Estes resultados demonstram que a proteina Vip3Aa43 é quatro vezes mais toxica
para esta lagarta. As proteinas Vip3Aa42 e Cry1la10 apresentaram-se igualmente
efetivas em nivel de CLsy e CLgy.

Ensaios realizados por Figueiredo et al. (2013) com a proteina Vip3Aa50
também demonstraram que lagartas neonatas de A. gemmatalis sdo altamente
suscetiveis as proteinas Vip3Aa, uma vez que a Cls estimada foi de 20,3 ng/cm?.
Crialesi-Legori et al. (2014) realizando ensaios com as proteinas Vip3Aa, Vip3Ae e
Vip3Af obtiveram CLsy de 5,4 ng/cm?, 5,0 ng/cm? e 3,6 ng/cm?, respectivamente. Os
autores também testaram a toxicidade das proteinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac
Cry1Ca e Cry1Ea para esta lagarta demonstrando alta suscetibilidade desta as
proteinas Cry1.

Em ensaios realizados por Martins et al. (2008) a toxicidade da proteina
Cry1la, obtida da estirpe brasileira de B. thuringiensis S1451, foi testada para A.
gemmatalis. No entanto, esta lagarta ndo apresentou suscetibilidade a proteina.

Analisando a toxicidade das proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10
conclui-se que a proteina Vip3Aa42 foi trés vezes mais efetiva para S. frugiperda em
nivel de CLsy quando comparada a A. gemmatalis e igualmente efetiva para as duas

espécies em nivel de CLgo. A proteina Vip3Aa43 apresentou-se igualmente efetiva
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para S. frugiperda e A. gemmatalis tanto em nivel de CLsp como em ClLgy. E a
proteina Cry1la10 apresentou-se efetiva somente para A. gemmatalis

As proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 foram testadas para lagartas
neonatas de H. virescens, no entanto, esta populacdo apresentou baixa
suscetibilidade as trés proteinas, uma vez que nao foi possivel obter a concentragao
letal média mesmo utilizando as proteinas em concentragdes acima de 5.000
ng/cm?. Lemes et al. (2014) testaram a toxicidade da proteina Vip3Aa e obtiveram
CLsp de 1.650 ng/cm?, o que evidencia que estas populacdes ndo apresentam alta
suscetibilidade as proteinas Vip3Aa quando comparadas com o0s outros insetos
testados, no entanto, quando comparada com proteinas Cry1Aa e Cry1Ca a proteina
Vip3Aa foi mais efetiva, uma vez que as CLsp estimadas paras as Cry1 foram de
3.500 ng/cm? e 3.100 ng/cm? respectivamente. Ja& quando comparada com a
proteina Cry1Ac, cuja CLso foi de 40 ng/cm?, a proteina Vip3Aa apresentou-se 41
vezes menos téxica a lagartas neonatas de H. virescens.

Em estudos realizados por Ali e Luttrell (2011) com lagartas neonatas de H.
virescens, provenientes de trés populacdes diferentes, a proteina Vip3Aa19 foi
testada durante os anos de 2004 e 2005, e apresentou concentracao letal média
para as populacdes entre 22 e 109 ng/cmz. Nao foram encontrados dados de
toxicidade de proteinas da familia Cry1la para H. virescens.

A diferenca entre as concentragdes letais pode ser devido as diferentes fases
larvais, metodologia de bioensaio e as populagdes distintas dessas espécies. Além
disso, alteragbes minimas nas sequéncias de aminoacidos das proteinas testadas
podem alterar a toxicidade e especificidade destas. Estudos realizados por Liu et al.
(2007) demonstraram que a proteina Vip3Aa19 possui similaridade de 97% com a
proteina Vip3Aa11, apresentando diferenca em apenas 19 residuos de aminoacidos
quando comparadas. A proteina Vip3Aa19 demonstrou toxicidade contra S. exigua,
H. armigera, P. xylostella e baixa toxicidade para Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854)
(Lepidoptera: Crambidae) enquanto que, a proteina Vip3Aa11 demonstrou
toxicidade contra S. exigua e H. armigera e baixa toxicidade para P. xylostella.

Shen et al. (2009) em estudos realizados com as proteinas Vip3Aa26 e
Vip3Aa27, que apresentam similaridade de 99%, com diferenca em apenas 11

residuos de aminoacidos, demonstraram que a proteina Vip3Aa27 foi altamente
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toxica para T. ni, S. exigua e H. armigera, ja a proteina Vip3Aa26 apresentou
toxicidade apenas para T. ni, o que confirma que alteracbes minimas na sequéncias

de aminoacidos podem alterar o espectro inseticida das proteinas.

5.6. Purificagdo e ativacao das protoxinas Vip3Aa e Cry1la10 com
tripsina pancreatica bovina e suco intestinal de S. frugiperda, A. gemmatalis e

H. virescens

ApOs a anadlise da expressdo em gel de poliacrilamida, os lisados protéicos,
contendo as proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10, foram purificados utilizando
colunas “HisTrap™ HP Columns” (GE Healthcare). Na purificacdo, ndo houve
completo éxito, visto que as fragdes com maior concentragao das proteinas Vip3Aa
e Cry1la10 contém outras proteinas, sendo isso evidenciado pela presenga de
bandas (Figura 8). Isso pode indicar uma inespecificidade na ligagdo destas
proteinas ao niquel da coluna, sendo desta forma, necessario a utilizacdo de outros
métodos de purificagdo ou emprego de colunas com outras caracteristicas, como por
exemplo, colunas de purificacdo por troca ibnica para que a purificagao seja total.
Porém as purificacbes apresentaram-se suficientes para a continuagdo do

experimento.
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Figura 8. Géis de poliacrilamida das fragdes obtidas na purificacdo das proteinas
Vip3Aa42 (A), Vip3Aa43 (B) e Cry1la10 (C). M - Marcador de massa
molecular “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder’ (Thermo
Scientific) em kDa. A: 1 a 8 — Fragdes da purificagdo da proteina
Vip3Aa42. B: 1 a 8 — Fracbes da purificacdo da proteina Vip3Aa43. C: 1 a
8 — Fragbes da purificagdo da proteina Cry1la10.

A ativacao das proteinas Cry1la10 e Vip3Aa por tripsina € um passo essencial
para que se possa determinar a atividade toxica destas in vitro. Esse procedimento é
feito para que se consiga reproduzir o evento de protedlise da protoxina em toxina
ativa, que ocorre in vivo no lumen do intestino médio das larvas. O processo de
protedlise é essencial para a atividade das proteinas Vip e Cry devido a
incapacidade dessas proteinas nao processadas se unirem aos receptores
presentes no intestino médio dos insetos-praga, passo esse, essencial para a
toxicidade.

A ativagao proteolitica das proteinas Vip3Aa de 101,5 kDa para um fragmento
de aproximadamente 62 kDa ocorreu tanto por meio da ativacdo com tripsina
pancreatica bovina (Sigma-Aldrich), quanto pelo uso do suco intestinal dos insetos
em estudo (Figura 9 - A e B). Esta ativagao foi observada inclusive quando utilizado
suco intestinal de H. virescens e, no entanto, ndo houve mortalidade, ou seja, nao foi

esta a etapa limitante. Estes resultados confirmam que a primeira etapa para a
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atividade inseticida das proteinas Vip3Aa foi realizada, corroborando os estudos
relativos a ativagdo da protoxina Vip3A realizados por Lee et al. (2003) e Caccia et
al. (2014).

Nas proteinas Cry1la10, a ativagéo proteolitica do fragmento de 94 kDa para
um fragmento de 50 kDa, ocorreu tanto por meio da ativagdo com tripsina
pancreatica bovina (Sigma-Aldrich), quanto pelo uso do suco intestinal dos insetos
em estudo (Figura 9 - C). Esta ativacao foi observada inclusive utilizando-se do suco
intestinal de S. frugiperda e H. virescens, embora a proteina Cry1la10 ndo tenha
apresentado toxicidade a estes insetos, 0 que sugere que a ativagdo nao foi a etapa
limitante.

Os resultados obtidos neste trabalho diferem-se dos resultados obtidos para
outras proteinas da classe Cry1la. Em estudos realizados por Dammak et al. (2010)
a ativagao proteolitica da proteina Cry1la11 com tripsina e suco intestinal de P.
oleae, acarretou na completa degradacdo desta proteina, no entanto, utilizando
quimotripsina os autores obtiveram um fragmento de 70 kDa. Escudero et al. (2006)
analisaram a proteina Cry1la7, onde apds a digestdo com tripsina, obtiveram um

fragmento de 60 kDa, tipico de proteinas Cry1 ativadas.
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Figura 9. Géis de poliacrilamida da ativagao das proteinas Vip3Aa42 (A), Vip3Aa43
(B) e Cry1la10 (C). M — Marcador de massa molecular (Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder — Thermo Scientific) em kDa; 1 —
Proteina purificada; 2 — Proteina ativada com Tripsina Pancreatica Bovina
(Sigma- Aldrich); 3 - Proteina ativada com suco intestinal de S. frugiperda;
4 - Proteina ativada com suco intestinal de A. gemmatalis; 5 - Proteina
ativada com suco intestinal de H. virescens.

5.7. Marcagao das proteinas ativadas com biotina

As toxinas ativadas com tripsina foram marcadas com biotina. A analise das

membranas marcadas com as proteinas biotiniladas revelou a presenga de bandas

fortes com aproximadamente 62 kDa para Vip3Aa42 e Vip3Aa43 e de

aproximadamente 50 kDa para Cry1la10, (Figura 10). Estes resultados demonstram

que as proteinas se ligaram a biotina e mantiveram-se integras apds passarem pelo

processo de biotinilagao.
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Figura 10. Membranas marcadas com proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 (A) e
Cry1la10 (B) biotiniladas. M — Marcador de massa molecular (Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder — Thermo Scientific) em kDa. A: 1
a 3 — Fragdes da proteina Vip3Aa42 biotinalada; 4 a 6 — Fracdes da
proteina Vip3Aa43 biotinalada. B: 1 a 3 — Fragdes da proteina Cry1la10
biotinalada.

5.8. Retirada do intestino de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens

e preparagao das BBMVs

Os intestinos de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens foram
dissecados, BBMVs foram preparadas e analisadas em gel de poliacrilamida. Os
resultados observados no gel demonstraram que os perfis protéicos das BBMVs

encontravam-se integros para os ensaios de ligagao (Figura 11).
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Figura 11. Gel de poliacriiamida das BBMVs preparadas a partir do intestino dos
lepidopteros-praga. M — Marcador de massa molecular (Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder — Thermo Scientific) em kDa; 1
BBMV de S. frugiperda; 2 — BBMV de A. gemmatalis; 3 — BBMV de H.
virescens.

5.9. Ensaios de ligacao e competicido homoéloga das proteinas Vip3Aa e

Cry1la10 as BBMVs de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens

Ensaios de ligagdo foram realizados incubando as proteinas Vip3Aa42,
Vip3Aa43 e Cry1la10 tripsinizadas e marcadas com biotina juntamente com BBMVs
preparadas a partir do intestino médio de lagartas das trés espécies estudadas. Na
Figura 12 (Aa42, Aa43 e la10) é possivel observar que ocorreu a ligagao das
proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 nas BBMVs dos insetos testados.

As proteinas Vip3Aa foram toxicas para S. frugiperda e A. gemmatalis, porém
nao apresentaram toxicidade para a populacédo de H. virescens testada. E a proteina
Cry1la10 apresentou toxicidade apenas para A. gemmatalis (Tabela 4). Contudo,
houve a ocorréncia de ligagao das proteinas nos receptores presentes nas BBMVs
das trés espécies, indicando que, a ligagao das proteinas aos receptores presentes
na BBMV dos insetos € um passo necessario, porém, nao suficiente para a

toxicidade. O mesmo foi observado por Chakroun e Ferré (2014) que, realizando
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ensaios de ligacao de proteinas Vip3A marcadas radioativamente com 125 a BBMV
de S. frugiperda, observaram que a proteina Vip3Ad, embora n&o tenha sido téxica
para S. frugiperda, ligou-se aos receptores presentes na BBMV deste inseto.

Na competicdo homologa com as proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aa43 foi possivel
observar a reducdo na ligacdo da proteina marcada (observada pela redugéo na
intensidade da banda) quando utilizado 1.000 vezes de excesso de proteina
tripsinizada ndo marcada com biotina. No entanto, a redug¢ao na ligagdo da proteina
marcada se torna mais evidente quando utilizado 2.000 vezes de excesso de
proteina tripsinizada n&do marcada para todas as espécies estudadas (Figura 12).

Analises de competicdes homdlogas realizadas por Abdelkefi-Mesrati et al.
(2011) com a proteina Vip3Aa16, demonstraram que esta proteina se liga de
maneira especifica aos receptores presentes nas BBMVs de S. litorallis, visto que, o
aumento nas quantidades de proteina ndo marcada (excessos de 50, 100, 400 e
1.000 vezes) reduziu significantemente a ligagao da proteina marcada.

Na competicdo homologa com a proteina Cry1la10 foi possivel observar que
nao ocorreu a ligacdo da proteina marcada (observada pela auséncia da banda)
quando utilizado 500 vezes de excesso de proteina tripsinizada nao marcada com
biotina para todas as espécies estudadas (Figura 12). Sendo assim, ndo foram
realizados os ensaios com 1.000 e 2.000 vezes de excesso de proteina tripsinizada
nao marcada com biotina.

Ensaios de competicdo homodloga realizados por Bergamasco et al. (2013)
com a mesma proteina Cry1l1a10 e BBMVs de S. frugiperda, S. eridania, S. albula e
S. cosmioides demonstraram a especificidade da ligagao da proteina aos receptores
presentes na BBMVs das espécies estudas uma vez que, a ligagdo da proteina
marcada foi substancialmente reduzida quando em excesso de 200 vezes da

proteina ndo marcada.
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Figura 12. Ensaio de ligacdo e competicdo homdloga das proteinas Vip3Aa42
(Aa42), VipAa43 (Aa43) e Cry1la10 (la10) marcadas com biotina a
BBMVs de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens. 500X, 1.000X e
2000X — Competicdo homodloga com 500X, 1.000X e 2.000 X de
excesso da proteina ndo marcada.

A redugado na ligagdo da proteina marcada, evidenciada pela diminuigdo na
intensidade da banda quando a membrana é revelada com o substrato “BCIP/NBT
(Sigma-Aldrich),

imediatamente ocupados pelas proteinas ndo marcadas, em excesso, impedindo a

Liquid Substrat System” ocorre quando o0s receptores sao
ligacédo da proteina marcada, a qual é eliminada pelas lavagens.

Segundo Chakroun e Ferré (2014), a redugéo na ligagao da proteina marcada
quando incubada com excesso de proteina ndo marcada confirma que ha a
ocorréncia de um numero limitado de receptores, que podem ser saturados
adicionando um excesso de proteina ndo marcada.

Desta forma, o resultado apresentado no presente trabalho torna-se um
indicativo de que existe um grande numero de receptores para as proteinas Vip3Aa
presentes nas BBMVs dos insetos testados e que, a necessidade de uma alta
concentragao (2.000 vezes) de proteina homoéloga ndao marcada para saturar os
sitios receptores impedindo a ligagdo da proteina marcada, pode ocorre devido a
interagdes inespecificas das proteinas Vip3Aa as BBMVs de S. frugiperda, A.
gemmatalis e H. virescens.

Ja para a proteina Cry1la10 a ligagdo aos receptores presentes nas BBMVs
de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens, quando comparada com as proteinas
Vip3Aa apresenta-se mais especifica visto que, a presenca do competidor homélogo
em excesso de 500 vezes ja foi suficiente para que nao ocorresse a ligacdo da

proteina marcada com biotina.
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5.10. Ensaios de competicao heterologa das proteinas Vip3Aa e Cry1la10
as BBMVs de S. frugiperda e A. gemmatalis

Os ensaios de competicdo heteréloga foram realizados baseados nos
resultados de mortalidade estimados, onde para S. frugiperda foram realizados
ensaios de competicao entre as proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aa43, visto que, somente
as proteinas Vip3Aa apresentaram toxicidade para esta lagarta (Tabela 4).

A competicdo heterdloga foi realizada incubando a proteina Vip3Aa42
tripsinizada e marcada com biotina juntamente com BBMVs preparadas a partir do
intestino médio de S. frugiperda com excesso de 500, 1.000 e 2.000 vezes de
proteina Vip3Aa43 tripsinizada ndo marcada com biotina.

Neste ensaio foi possivel observar uma grande redugdo na ligagdo da
proteina Vip3Aa42 marcada (observada pela redugdo na intensidade da banda)
quando utilizado 500 vezes de excesso de proteina Vip3Aa43 ftripsinizada nao
marcada com biotina. Quando utilizado 1.000 vezes de excesso da proteina
Vip3Aa43 tripsinizada n&o marcada, ndo houve ligagdo da proteina marcada
(observada pela auséncia de banda) (Figura 13). Sendo assim, nao foi realizado o
ensaio com 2.000 vezes de excesso de proteina tripsinizada ndo marcada com

biotina.

S. frugiperda

Aad2 Aa43

S00X 1.000X

Figura 13. Ensaio de competicao heterdloga das proteinas Vip3Aa42 e VipAa43 a
BBMV de S. frugiperda. Aa42 — Ligacao da proteina Vip3Aa42 marcada
com biotina a BBMV; Aa43 — Competidora heterdloga Vip3Aa43 nao
marcada, em excesso de 500X, 1.000X e 2.000X.
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Estes resultados demonstram que as proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aa43
apresentam grande similaridade em suas sequéncias de aminoacidos e
compartilham o mesmo receptor presente na BBMV de S. frugiperda. Resultados
similares foram apresentados por Sena el al. (2009), que realizando ensaios de
competicdo heterdloga entre as proteinas Vip3Aa e Vip3Af, observaram que estas
proteinas, embora de subclasses diferentes (Aa e Af), compartiham o mesmo
receptor em BBMVs de S. frugiperda.

Chakroun e Ferré (2014) demonstraram em ensaios de competicdo
heterdloga a redugdo na ligagédo da proteina Vip3Aa marcada, quando utilizadas
como competidoras as proteinas Vip3Ad, Vip3Ae e Vip3Af, indicando que estas
proteinas compartilham o mesmo sitio de ligacdo no intestino médio de S.
frugiperda, ndo sendo, desta forma, apropriada a combinacdo destas para a
producdo de plantas transgénicas piramidadas.

Os ensaios de competicdo para A. gemmatalis foram realizados entre as
proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10, visto que estas proteinas apresentaram
toxicidade para esta lagarta (Tabela 4).

A competicdo heterdloga foi realizada incubando a proteina Cry1la10
tripsinizada e marcada com biotina juntamente com BBMVs preparadas a partir do
intestino médio de A. gemmatalis com excesso de 500, 1.000 e 2.000 vezes das
proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aa43 tripsinizadas e ndao marcada com biotina (Figura
14).

O resultado demonstrou que as proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aad43 nao
compartilham o mesmo receptor das proteinas Cry1la10 em A. gemmatalis, uma vez
que mesmo utilizando concentragdes de proteinas Vip3Aa em excessos de até
2.000 vezes néao ocorreu a reducao na ligacao da proteina Cry1la10 marcada com
biotina, sendo isso observado pela intensidade da banda, que nao sofre alteragao
quando quantidades crescentes de proteina ndo marcada sao adicionadas a reagao.

Ensaios de competicao heteréloga realizados por Bergamasco et al. (2013)
demonstraram que o excesso de proteina Cry1la10 ndo marcada nao reduziu a
ligacdo da proteina Vip3Aa marcada, indicando que estas proteinas ndo competem
pelo mesmo receptor no intestino médio de S. frugiperda, Spodoptera albula
(Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera cosmioides (Walker, 1858)
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(Lepidoptera: Noctuidae), embora os receptores para as proteinas possam ser
diferentes entre as trés espécies. Ja para Spodoptera eridania (Cramer, 1782)
(Lepidoptera: Noctuidae), os autores relatam que, a proteina Cry1la10 em excesso
reduziu a ligacdo da proteina Vip3Aa marcada indicando uma competicdo parcial
entre as proteinas nos receptores deste inseto. Fato este, ndo detectado no
presente estudo, corroborando os demais estudos de que as toxinas Vip e Cry néo
competem para o mesmo sitio receptor na maioria dos insetos lepidopteros
estudados até o momento.

Em ensaios de competicdo heterdloga utilizando BBMVs de Earias insulana
(Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Nolidae) e Lobesia botrana (Denis & Schiffermuller,
1755) (Lepidoptera: Tortricidae), Escudero et al. (2006) demonstraram que a
proteina Cry1la7, ndo compartilha o mesmo sitio receptor no intestino médio destes
insetos, com as proteinas Cry1Ab e Cry1Ac que sao encontradas em cultivares
transgénicos e bioinseticidas comerciais a base de Bt.

Também foi realizado um ensaio de competicdo heterdloga incubando a
proteina Vip3Aa42 tripsinizada e marcada com biotina juntamente com BBMVs
preparadas a partir do intestino médio de A. gemmatalis com excesso de 500, 1.000
e 2.000 vezes da proteina Vip3Aa43. Os resultados demonstraram que, assim como
ocorre em S. frugiperda, as proteinas Vip3Aa competem pelo mesmo sitio de ligagéo
no intestino médio de A. gemmatalis.

Foi possivel observar uma grande redugao na ligagao da proteina Vip3Aa42
marcada (observada pela redugao na intensidade da banda) quando utilizado 500
vezes de excesso de proteina Vip3Aa43 tripsinizada ndo marcada com biotina. No
entanto, quando utilizado 1.000 vezes de excesso da proteina Vip3Aa43 tripsinizada
nao marcada, ndo houve qualquer ligacdo da proteina marcada (observada pela
total auséncia de banda) (Figura 14). Sendo assim, nao foi realizado o ensaio com

2.000 vezes de excesso de proteina tripsinizada ndo marcada com biotina.
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Figura 14. Ensaio de competicdo heteréloga das proteinas Vip3Aa42, VipAa43 e
Cry1la10 a BBMV de A. gemmatalis. A: 1a10 — Ligacdo da proteina
Cry1la10 marcada com biotina a BBMV; Aa42 - Competidora
heterdloga Vip3Aa42 nao marcada, em excesso de 500X, 1.000X e
2.000X. B: 1a10 — Ligacao da proteina Cry1la10 marcada com biotina a
BBMV; Aa43 — Competidora heteréloga Vip3Aa43 nao marcada, em
excesso de 500X, 1.000X e 2.000X. C: Aa42 — Ligagao da proteina
Vip3Aa42 marcada com biotina a BBMV; Aa43 - Competidora
heterdloga Vip3Aa43 nao marcada, em excesso de 500X e 1.000X.

Ensaios de competicdo heterdloga entre diferentes proteinas Vip e Cry tém
sido realizados por varios pesquisadores (LEE et al., 2006; SENA et al., 2009; LIU et
al., 2011; BERGAMASCO et al., 2013; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2013) na
busca por novas combinagdes de proteinas, que apresentem alta toxicidade e
diferentes sitios de ligacdo no intestino médio dos insetos-praga, possibilitando
assim a construgdo de plantas transgénicas piramidadas, na tentativa de driblar o

desenvolvimento de populagdes de insetos resistentes.
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Trabalho realizado por Sena et al. (2009) demonstrou que, no intestino médio
de S. frugiperda, as toxinas Cry1 e Vip3A ocupam sitios receptores distintos, e que a
proteina Cry1Fa ocupa o mesmo sitio receptor que Cry1Ab, ao mesmo tempo em
que Vip3Af1 e Vip3Aa1l competem pelo mesmo receptor, sugerindo portanto, a
combinagdo de uma Cry1 com uma Vip3, as mais efetivas, na piramidagdo de
plantas de milho, por exemplo, visando o controle da lagarta-do-cartucho.

Gouffon et al. (2011) demonstraram a especificidade da ligagdo da proteina
Cry2Ae, marcada radioativamente, nos sitios receptores presente nas BBMVs de H.
virecens, H. zea e H. armigera. E em ensaios de competicdo com as proteinas
Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Fa, Vip3A e Cry2Ab, os autores relataram que as proteinas
Cry2Ae e Cry2Ab compartiiham o mesmo sitio receptor, no entanto, este receptor é
diferente dos receptores das proteinas Cry1 e Vip3A. Estes resultados sugerem a
possibilidade de piramidacédo de plantas com uma das Cry2A, uma Cry1 e a Vip3A
no controle das referidas pragas na tentativa de impedir possivel surgimento de
resisténcia as toxinas por parte destes insetos, visto que a probabilidade seria menor
de se ter uma alteragao nos trés diferentes sitios receptores, ao mesmo tempo, que
pudesse levar a total resisténcia destas pragas. Se houvesse a alteragdo em um dos
sitios, ainda assim, haveria o controle das mesmas pelas plantas piramidadas.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a combinagcao da proteina
Cry1la10 com as proteinas Vip3Aa42 ou Vip3Aa43 seria uma excelente alternativa
na formulacao de bioinseticidas, assim como na construgcéo de plantas transgénicas
visando o controle de A. gemmatalis, pois, além de apresentarem alta toxicidade
para esta lagarta, as proteinas nao competem pelo mesmo sitio receptor no intestino
médio desta. Sendo assim, a obtengdo de uma planta transgénica expressando as
proteinas Cry1la10 e Vip3Aa poderia postergar o desenvolvimento de populag¢des de
A. gemmatalis resistentes.

Porém a eficacia de uma mistura ndo é estimada com base na eficacia dos
componentes individuais, mas com base no estudo de sinergismo entre eles (BLISS,
1939). Neste sentido, bioensaios com as proteinas combinadas seriam indicados
para as analises de sinergismo e antagonismo entre as proteinas Cry1lal0 e
Vip3Aa42 ou Vip3Aa43.
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6. CONCLUSOES

e As proteinas Vip3Aa42 e Vip3Aa43 apresentam toxicidade a populacdo de S.
frugiperda e A. gemmatalis;

e A proteina Cry1la10 apresenta toxicidade a populacdo de A. gemmatalis;

e A populacdo de H. virescens nao foi suscetivel as proteinas Vip3Aa42,
Vip3Aa43 e Cry1la10;

e As proteinas Vip3Aa42, Vip3Aa43 e Cry1la10 se ligam aos receptores presentes

nas BBMVs de S. frugiperda, A. gemmatalis e H. virescens;

e Os ensaios de ligacao as BBMVs demonstraram que ha correlagdo entre a
toxicidade e a unido aos receptores apenas nas lagartas S. frugiperda e A.
gemmatalis. Para H. virescens ndo houve relagao entre a toxicidade e a unido aos

receptores;

e A combinagao das proteinas Cry1la10 e Vip3Aa42 ou Vip3Aa43 seria indicada
para a producado de bioinseticidas, ou plantas transgénicas piramidadas visando
contornar possivel surgimento de resisténcia de populagdes de A. gemmatalis as

toxinas Bt.
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