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Interacdo das proteinas Cryl, Cry2 e Vip3 de Bacillus thuringiensis no controle de

Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens e Spodoptera frugiperda

Resumo - Este trabalho teve como objetivo estudar a toxicidade e a interacdo entre
proteinas CrylAb, CrylAc, Cry2Aa, Cry2Ab e Vip3Aa em lagartas neonatas de
Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens e Spodoptera frugiperda. Lisados das
proteinas foram utilizados em bioensaios com lagartas neonatas para determinar a CLso
e CLoo das proteinas CrylAb, CrylAc, Cry2Aa, Cry2Ab e Vip3Aa e realizar
experimentos histopatoldgicos. Ensaios de competicdo, entre as proteinas Cryl, Cry2 e
Vip3 biotiniladas, foram realizados com as proteinas das vesiculas de membrana da
microvilosidade apical do intestino médio (“Brush Border Membrane Vesicles” - BBMV)
das lagartas. Foli feita a purificagéo de receptores para toxina CrylAc a partir da BBMV
de A. gemmatalis e C. includens por afinidade seguida da identificacdo das proteinas
ligantes. As toxinas CrylA e Cry2A demonstraram maior toxicidade para A. gemmatalis
e C. includens que a proteina Vip3Aa, porém o inverso foi observado em S. frugiperda.
As lagartas da espécie A. gemmatalis se mostraram mais suscetiveis as proteinas
testadas do que as de S. frugiperda e C. includens. As espécies diferiram também
guanto ao tipo de interacdo entre as toxinas. Enquanto para S. frugiperda e C.
includens, as interacbes foram sinérgicas, para A. gemmatalis foram
predominantemente antagbnicas. As proteinas se uniram aos receptores presentes nas
BBMV de S. frugiperda, A. gemmatalis e C. includens, permitindo inferir sobre a
presenca e auséncia de competicao pelos receptores. Alteracdes histopatoldégicas como
vacualizacdo e ruptura foram observadas no intestino de lagartas S. frugiperda,
alimentadas com CrylAb e Vip3Aa e A. gemmatalis e C. includens, alimentadas com
CrylAc e Vip3Aa. A abordagem utilizada permitiu identificar possiveis receptores para
A. gemmatalis e C. includens para a toxina CrylAc. A combinacdo de proteinas Cry e
Vip, além de colaborar para o manejo da resisténcia, podem incrementar a toxicidade
por meio da acao sinérgica.

Palavras-chave: sinergismo, BBMV (“Brush Border Membrane Vesicles”), lepidopteros-
praga, receptores



INTERACTION OF PROTEINS Cry1, Cry2 AND Vip3 Bacillus thuringiensis IN
CONTROL OF Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens AND Spodoptera
frugiperda

Abstract — This work aimed to study the toxicity and interaction between CrylAb,
CrylAc, Cry2Aa, Cry2Ab and Vip3Aa proteins in neonate larvae of Spodoptera
frugiperda, Anticarsia gemmatalis and Chrysodeixis includens. Lysates containing
proteins were used in bioassays for the determination of LCso and LCeo of the CrylAb,
CrylAc, Cry2Aa, Cry2Ab and Vip3Aa proteins. Histopathological experiments were
realized with A. gemmatalis, C. includens (fed with CrylAc and Vip3Aa) and S
frugiperda (fed with CrylAb and Vip3Aa). Competition assays, among biotinylated Cry1,
Cry2 and Vip3 proteins, were performed with brush border membrane vesicles (BBMV)
proteins from A. gemmatalis, C. includens and S. frugiperda. Purification of CrylAc
receptors from A. gemmatalis and C. includens BBMV was performed by affinity
followed by identification of binding proteins. The CrylA and Cry2A toxins demonstrated
higher toxicity to A. gemmatalis and C. includens than the Vip3Aa protein, but the
inverse was observed to S. frugiperda. A. gemmatalis larvae were more susceptible as
Cry and Vip proteins than as S. frugiperda and C. includens. Species differed about type
of protoxins interaction. While for S. frugiperda and C. includens, the protoxins showed
as synergistic interactions, for A. gemmatalis they were predominantly antagonistic. It
was possible to infer about presence and absence of competition of the receptors in the
BBMV from S. frugiperda, A. gemmatalis and C. includens. Histopathological changes
as vacuolization and disruption were observed in the intestine from S. frugiperda larvae,
fed with CrylAb and Vip3Aa and A. gemmatalis and C. includens, fed with CrylAc and
Vip3Aa. Putative receptors were to identified from A. gemmatalis and C. includens to
CrylAc toxin. The combination of Cry and Vip proteins, as well as helping to manage
resistance and can increase toxicity through synergistic action.

Keywords: synergism, BBMV ("Brush Border Membrane Vesicles"), lepidopteran pest,
receptors



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O setor agricola € considerado um importante impulsionador da economia
brasileira, sendo assim responsavel pela alta no produto interno bruto (PIB) do pais. No
entanto, o ataque de insetos pragas se apresenta como um dos principais entraves
para a produtividade.

As lagartas da espécie Spodoptera frugiperda apresentam polifagia como uma
das principais caracteristicas. Assim, atacam diversas culturas importantes para o
agronegocio. O uso intensivo de eventos transgénicos Bt, plantas portadoras dos
genes inseticidas de Bacillus thuringiensis, no cultivo do milho promove a répida
selecédo de populacdes resistentes as proteinas desta bactéria. Até 0 momento tem se
relatos sobre populacdes resistentes as proteinas CrylAb e CrylF e baixa
suscetibilidade a CrylAc no Brasil (BERNARDI et al., 2014b; MONNERAT et al.,
2015a; OMOTO et al., 2016).

O plantio da soja Bt, portadora do gene CrylAc, desde 2010 foi liberado, para
controle de pragas da soja com destaque a Chrysodeixis includens, sendo iniciado o
plantio em 2013 (CTNBio, 2017). Esta lagarta tem se mostrado menos suscetivel as
toxinas Cryl e Vip3 do que as lagartas da espécie Anticarsia gemmatalis, dentro da
perspectiva de alta dose como forma de retardar a selecdo de individuos resistentes,
esta lagarta apresenta maior potencial de quebra da suscetibilidade a CrylAc
(BERNARDI et al., 2012; CRIALESI-LEGORI et al., 2014).

A proteina Vip3Aa, uma das proteinas inseticidas vegetativas expressas por B.
thuringiensis, tem ainda apresentado bons resultados no controle de S. frugiperda
(BERNARDI et al., 2014a). As proteinas da classe Vip3A interagem de forma

independente de classe Cryl, sendo assim, a combinacéo destas classes apresenta se



como uma alternativa para retardar a resisténcia das populacdes (SENA;
HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2009).

As proteinas Cryl e Vip3 de B. thuringiensis apresentam modo de acdo com
etapas semelhantes em diversas espécies de lepidépteros-praga, mas ainda existem
muitos pontos a serem elucidados principalmente para as proteinas Vip3A. Apos a
ingestdo, as proteinas Cryl e Vip3A passam por processamento feito por enzimas
digestivas, presentes no trato intestinal das lagartas, tornando se toxinas ativas. A
composicdo destas enzimas pode diferir de espécie para espécie (GOMEZ et al.,
2014). Populagbes resistentes podem inclusive diferir das suscetiveis quanto a
velocidade de ativacao das toxinas (CHAKROUN et al., 2016a).

As proteinas Cryl e Vip3Aa, antes da ativacdo, apresentam 135 kDa e 88,5 kDa
respectivamente, apés a clivagem, as proteinas tem uma reducao no tamanho devido a
perda de aminoacidos, resultando em toxinas ativas de 60—70 kDa. A ativacdo permite
gue as proteinas Cry realizem interacbes com caderinas (CAD) e passem por uma
clivagem que facilita o processo de oligomerizacdo destas toxinas (GOMEZ et al.,
2014). Uma vez formados, os oligbmeros, a afinidade das proteinas Cry para com 0s
receptores APN (aminopeptidases) e ALP (fosfatases alcalinas) € significativamente
aumentada e esta etapa tem se mostrado importante para agéo inseticida (PORTUGAL
et al., 2014). Até o momento, somente foram relatados receptores putativos para as
proteinas Vip3Aa (ABDELKEFI-MERASTI et al., 2011; BERGAMASCO et al., 2013).

Ap6s as proteinas Cryl e Vip3 ligarem-se aos receptores presentes nas
membranas das células intestinais de insetos suscetiveis e formarem poros na
membrana, causam uma progressiva degeneracdo da camada epitelial, devido a
formacéo de canais idnicos e por conseguinte desequilibrio osmético. Esses processos
tém como consequéncia a parada alimentar e/ou septicemia (quando existe a presenca
de esporos), levando as larvas a morte (LEE; MILES; CHEN, 2006; KNAAK et al., 2010;
ABDELKEFI-MERASTI et al., 2011). Os receptores para as proteinas podem ser
diferentes de acordo com as espécies de lepidopteros estudadas (BERGAMASCO et
al., 2013).
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5. CONCLUSOES

Este estudo demonstra a eficiéncia das proteinas CrylAb, CrylAc, Cry2Aa,
Cry2Ab e Vip3Aa no controle de Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens.
As proteinas CrylAb, CrylAc, Cry2Aa e Cry2Ab sdo mais toxicas para Anticarsia
gemmatalis e Chrysodeixis includens que a proteina Vip3Aa.

As combinagdes CrylAb/CrylAc, Cry2Ab/CrylAc e CrylAc/Cry2Aa concorrem
por receptores da BBMV de Anticarsia gemmatalis, portanto, ndo séo indicadas
para o manejo da resisténcia,

A combinacdo Vip3Aa+Cry2Aa foi a mais promissora no controle de Anticarsia
gemmatalis pelo sinergismo e auséncia de competicdo por receptores
apresentados pelas proteinas;

As proteinas CrylAc, Cry2Aa e Vip3Aa apresentaram sinergismo e hao
competiram pelos receptores, indicando serem benéficas ao manejo da
resisténcia de Chrysodeixis includens.

As proteinas Vip3Aa e Cry2Ab foram mais téxicas que CrylAb, CrylEa, CrylCa
e Vip3Ca para lagartas de Spodoptera frugiperda.

As proteinas CrylAc e Cry2Aa apresentam toxicidade contra lagartas de
Spodoptera frugiperda.

As proteinas CrylAb, Cry2Ab e Vip3Aa apresentaram sinergismo € hao
competiram pelos receptores, indicando serem benéficas ao manejo da
resisténcia de Spodoptera frugiperda.

As proteinas CrylEa, CrylCa e Vip3Ca apresentaram sinergismo em bioensaios
contra Spodoptera frugiperda.

CrylAb e Vip3 causam prejuizos ao epitélio intestinal de Spodoptera frugiperda.
CrylAc e Vip3 causam prejuizos ao epitélio intestinal de Anticarsia gemmatalis e

Chrysodeixis includens.
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5. CONCLUSIONS

It is first time that putative receptors were identified from A. gemmatalis and C
includens BBMV. This information contributes to understand the mechanism of action of

CrylAc in the most relevant lepidopteran pests of soybeans.
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