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PROTEINAS CRY1 E VIP3A DE Bacillus thuringiensis: SINERGISMO E EFEITO
SUB-LETAL NO CONTROLE DE Heliothis virescens.

RESUMO - A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) possui a capacidade de produzir
inclusbes protéicas (proteina Cry) e proteinas vegetativas (Vip). Estas proteinas podem
ser téxicas para insetos e por meio de transgenia, a expressao em plantas, podem
também proporcionar controle de importantes pragas agricolas. Nesse sentido, esta
pesquisa teve por objetivo avaliar o potencial de controle das proteinas CrylAa,
CrylAc, CrylCa, Vip3A(1), Vip3A(2) e Vip3A(3) em uma populacdo brasileira da
lagarta-da-maca, Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae), bem como o efeito sub-
letal e efeito sinérgico entre estas proteinas e a protedlise pelo suco do intestino do
inseto praga em estudo. Para tanto, clones de Escherichia coli recombinantes
portadores de genes Unicos foram cultivados em meio para a inducado das proteinas e
os lisados obtidos foram utilizados para as andalises de toxicidade por meio de
bioensaios. Diferentes concentracdes protéicas foram utilizadas para conduzir os
bioensaios. A mortalidade foi avaliada e obteve-se a CLsy. Desta forma, observou-se
que, dentre as proteinas testadas, CrylAc (CLso 39,89 ng.cm™), Vip3A(2) (CLso 945,77
ng.cm?) e Vip3A(3) (CLso 874,45 ng.cm™ ) foram as mais téxicas e houve correlacéo
negativa entre a concentracdo de proteinas e o peso das lagartas. Nos ensaios
referentes ao efeito sinérgico das proteinas, ativadas e nado ativadas com tripsina
comercial, foram encontradas possiveis combinacdes eficientes no controle da praga
em estudo destacando-se Vip3A(2)/CrylAa, Vip3A(1)/CrylAa, Vip3A(1)/CrylAc, e
Vip3A(2)/CrylAc. Os resultados referentes a interacdo das enzimas digestivas do
intestino de H. virescens com as toxinas Cryl e Vip3A permitiram constatar que as

proteinas sdo ativadas.

Palavras-chave: Proteinas inseticidas, plantas piramidadas, expressao heterdloga.



Bacillus thuringiensis CRY1 AND VIP3A PROTEINS: SYNERGISM AND
SUBLETAL EFFECT ON THE CONTROL OF Heliothis virescens.

SUMMARY - Bacillus thuringiensis (Bt) produces protein inclusions (Cry proteins) and
vegetative proteins (Vip). Such proteins may act as toxic to some insects and through
transgenesis plants they may be able to control important agricultural pests. Thus this
work aimed to evaluate the control potential of CrylAa, CrylAc, CrylCa, Vip3A(1),
Vip3A(2) and Vip3A(3) proteins in a Brazilian population of Heliothis virescens (tobacco
budworm) (Lepidoptera: Noctuidae), as well as to analyze the sublethal and the synergic
effects among these proteins and the proteolysis on the intestinal juice of this pest. In
order to do this, Escherichia coli clones expressing each one of the above mentioned
proteins were induced to produce them and the obtained lysates were used to determine
the level of toxicity through bioassays with neonatal larvae of H. virescens. Different
protein concentrations were used to carry out the bioassays. The mortality was
evaluated and it was possible to detect the CLs,. It was possible to observe that among
the tested proteins, CrylAc (CLso 39.89 ng.cm™), Vip3A(2) (CLso 945,77 ng.cm™) and
Vip3A (3) (CLso 874,45 ng.cm™) were the most toxic and showed a negative correlation
between the protein concentration and larvae weight. During the bioassays concerning
the synergistic effect of these proteins, which were either previously activated or not
using commercial trypsin, there we found efficient combinations for the control of the
pest under study in this work, being that the combinations Vip3A(2)/CrylAa,
Vip3A(1)/CrylAa, Vip3A(1)/CrylAc and Vip3A(2)/CrylAc were considered the best
ones. The results with reference to the interaction of the digestive enzymes from the
intestine of H. virescens larvae when using the toxins Cryl and Vip3A allowed us to

detect that these proteins are activated.

Keywords: Insecticidal proteins, pyramidaded plants, heterologous expression.



I.INTRODUCAO

O controle de insetos-praga na agricultura e de insetos vetores de importantes
doencas humanas ainda € realizado com o uso de inseticidas quimicos. No entanto, 0 uso
destes resulta em vérios problemas, como a poluicdo ambiental, redu¢céo da populacdo de
organismos benéficos, selecdo de populacbes de pragas resistentes aos inseticidas
convencionais e aumento dos efeitos a salde humana, como cancer e varios disturbios no
sistema imunoldgico (DEVINE & FURLONG, 2007). Devido a problemas relacionados ao
uso excessivo de produtos quimicos, a busca por métodos alternativos de controle de
insetos-praga que permitam reduzir ou até mesmo substitui-los, inclui a obtencéo de
plantas geneticamente modificadas.

Dessa forma, Bacillus thuringiensis Berliner é considerada uma alternativa viavel
para essa finalidade. Trata-se de uma espécie de grande interesse, uma vez que €&
entomopatogénica a diferentes ordens de insetos-praga além da vantagem de possibilitar
0 isolamento e expressdo de seus genes em outros organismos por meio da
biotecnologia. Esta bactéria tem capacidade de produzir, durante a esporulacéo, inclusées
cristalinas, compostas por proteinas denominadas &-endotoxinas e também proteinas Vip,
as quais sdo expressas no estagio vegetativo de crescimento da bactéria e nao
apresentam homologia de sequiéncia ou estrutura com as toxinas Cry (CAVADOS et al.
2001).

O emprego de plantas geneticamente modificadas na agricultura mundial contendo
genes da bactéria entomopatogénica B. thuringiensis (Bt), que codificam proteinas com
acao inseticida, vem aumentando significativamente e, atualmente, o algoddo Bt é o
segundo Organismo Geneticamente Modificado (OGM) resistente a insetos mais cultivado
no mundo, sendo apenas superado pelo milho Bt (JAMES, 2010).

A cultura do algodao (Gossypium hirsutum L.) é uma das mais tradicionais do Brasil
e apresenta sinais de avan¢o nos ultimos anos. A sua estimativa de producado para 0 ano
agricola de 2011 é da ordem de 5,0 milhdées de toneladas (IBGE, 2011). Contudo, apesar
das altas taxas produtivas, grandes prejuizos econdmicos sdo causados anualmente

nessa cultura devido ao ataque de insetos-praga, sendo este um dos principais problemas



agrondmicos enfrentados. Dentre eles destaca-se a lagarta-da-maca, Heliothis virescens
(Fabricius 1781) (Lepidoptera: Noctuidae), devido a sua ocorréncia em diversas regioes
produtoras do pais, aos grandes prejuizos provocados e também pela dificuldade de
controle. Existe comercialmente algoddo contendo genes de B. thuringiensis visando o
controle desta praga, tais como Bollgard®, Bollgard® II, WideStrike® e recentemente, foi
desenvolvido mais um evento o VipCot™.

A crescente liberacdo dos cultivos de plantas transgénicas expressando estas
toxinas de B. thuringiensis permitiu a evolugéo da resisténcia de insetos, isso se deve a
um grande numero de fatores que interagem entre si. Tais fatores estdo relacionados as
caracteristicas do material genético da planta transgénica, a bioecologia e genética da
praga alvo, ao manejo da cultura e ao ambiente da regido de cultivo (MAIA, 2003). Assim,
a busca por novas toxinas inseticidas que apresentem modo de acao diferente das 6-
endotoxinas € uma das estratégias empregada para driblar o desenvolvimento da
resisténcia. Desse modo, torna-se conveniente a obtencédo de plantas transgénicas com
empilhamento mdaltiplo de genes visando o manejo de possivel sele¢do de insetos-praga
resistentes.

Considerando todas as explanacdes anteriores, este trabalho visou contribuir
para o controle bioldgico de H. virescens, no sentido de se selecionar proteinas Cryl e
Vip3A com maior efetividade toxica, com possivel efeito sub-letal no desenvolvimento
das lagartas, bem como analisar o efeito inseticida sinérgico entre as proteinas na

mortalidade desta importante praga.



[I. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram expressar as proteinas Cryl e Vip3A,
verificar a toxicidade e o possivel efeito sub-letal no desenvolvimento de Heliothis
virescens, analisar a existéncia de efeito inseticida sinérgico entre as diferentes
combinagfes das proteinas ativadas e néo ativadas e verificar a eficiéncia da protedlise

das referidas toxinas com o suco intestinal do inseto.



IIl. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A cultura do algodao Gossypium hirsutum L.

No ano de 2009, o Brasil se tornou o segundo maior produtor de plantas
geneticamente modificadas (GM) do mundo, atras apenas dos Estados Unidos. O
plantio de soja, milho e algodao transgénicos alcancou a marca de 21,4 milhGes de
hectares semeados, superando em 100 mil hectares a &rea plantada na Argentina
(ISAAA, 2010). Desse total, 16,2 milhdes de hectares sdo plantados com soja Roundup
Ready (tolerante ao herbicida glifosato), 5 milh6es de milho com genes de B.
thuringiensis (Bt) (resistente a pragas) e 145 mil hectares com algod&o transgénico,
destes 116 mil correspondem ao algodao Bt e 29 mil sdo tolerantes a herbicida .

A lavoura de algoddo no Brasil atingiu recentemente (safra 2010/2011),
importancia ha muito tempo né&o vista. Os precos altos praticados no mercado interno e
externo estimularam os produtores a aumentar a area de cultivo. E importante ressaltar
que o algoddo é uma planta que oferece diferentes produtos de utilizacdo universal
(PONCHIO, 2001; BALLAMINUT et al. 2006).

Em solo nacional esta cultura ocupa 8,5 milhdes de hectares, sendo 4,9 milhdes
de hectares com algodao Bt e 3,6 milhdes de hectares com algodao Bt mais herbicidas
(JAMES, 2005). Um dos principais problemas agrondmicos desta cultura sdo os
insetos-praga, 0s quais, anualmente, causam grandes prejuizos econdmicos. Dentre
eles destaca-se a lagarta-da-maca, Heliothis virescens, devido a sua ocorréncia em
diversas regifes produtoras do pais, aos grandes prejuizos provocados e também pela
dificuldade de controle.

Desse modo, o algodédo transgénico que contém genes de B. thuringiensis que
produzem proteinas toxicas para as lagartas Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae)
(Boddie) e H. virescens tem sido uma importante ferramenta de controle de insetos-
praga desde o lancamento comercial em 1996. Esta planta expressando CrylAc de B.

thuringiensis, comercializado para controlar H. virescens no campo, mostrou ser uma



tecnologia eficiente e ambientalmente segura (BETZ et al. 2000). Também, segundo
QAIM & ZILBERMAN (2003), o uso de algodao transgénico resultou em diminui¢bes
significativas no uso de inseticidas em paises em desenvolvimento e, em alguns casos,
também em aumento na rentabilidade.

Seguindo esta tendéncia, foram introduzidas comercialmente variedades
Bollgard (Monsanto Company, St. Louis, MO) com uma unica toxina, CrylAc, a qual
controla H. virescens (MAHAFFEY et al. 1995; JACKSON et al. 2003) e nos ultimos
anos, dois outros algoddes transgénicos foram lancados sob o nome de Bollgardll
(Monsanto Company) e WideStrike (DowAgroSciences). Bollgardll contém genes que
produzem endotoxinas CrylAc e CrylF (PELLOW et al. 2002). Ambos os algoddes
piramidados, principalmente Bollgardll, mostraram o6timo controle de Helicoverpa zea
em testes de campo (JACKSON et al. 2003, 2005).

Também foram desenvolvidos algodfes que produzem a proteina Vip3A e o0s
dados de campo preliminares sugerem que o algoddo produz a proteina Vip3A,
COT202 e COT203, com niveis de controle para H. Zea semelhante ao Bolgardll e
variedades WideStrike (BRADLEY et al. 2004), mas o controle de H. virescens por

Vip3A é menor do que a observada para a proteina CrylAc.

3.2. A lagarta-da-macéa do algodoeiro H. virescens

O inseto-praga deste estudo, H. virescens, € considerada uma das mais sérias
pragas do algodoeiro, ndo sO pelos prejuizos que causa na lavoura, mas pela
resisténcia que tem ao efeito de grande nimero de inseticidas. Na cultura da soja, este
inseto também destaca-se como importante problema fitossanitario, principalmente nas
regides produtoras do cerrado (TOMQUELSKI & MARUYAMA, 2009).

E uma espécie polifaga, amplamente distribuida no Brasil, com alta capacidade
reprodutiva, podendo ter de duas a trés geracdes por ciclo da cultura dependendo da
regido (FITT et al. 2006). E capaz de sobreviver em clima temperado, sendo comum

encontra-la em regides como nos Estados Unidos da América (EUA) e Canada. No



Brasil, o maior centro de diversidade de H. virescens encontra-se nas regioes sudeste e
centro-leste (POOLE et al. 1993).

Este inseto-praga € conhecido ha muito tempo na América do Norte e no Brasil
foi Hambleton, em 1935, quem primeiro registrou sua presenca. Seu ciclo evolutivo
passa por quatro fases bem distintas: ovo, lagarta, pupa e adulto. Da eclosédo do ovo
até a transformacéo em pupa sucedem-se seis estagios larvais. A lagarta é geralmente
de coloracdo verde, com o ventre esbranquicado e o dorso com duas estrias
longitudinais mais intensas. Da postura do ovo até a duragdo do adulto (Figura 1), o
periodo evolutivo da praga é de 3 a 5 dias de incubacao larval, 24 a 29 dias de periodo
larval, 17 a 48 dias de pupa e 16 a 19 dias de adulto.

O adulto é uma mariposa de asas anteriores esverdeadas, com trés linhas
obliquas avermelhadas. Os ovos estriados e de coloracdo branca sao depositados, de
forma isolada, em tecidos novos da planta e cada fémea produz em média 600 ovos. As
lagartas recém nascidas alimentam-se apenas de folhas novas ou botdes florais e com
o desenvolvimento larval, passam a atacar também as macéds, causando Sérios
prejuizos a cotonicultura. Além disso, as estruturas danificadas ficam mais expostas a
penetracdo de microorganismos fitopatogénicos (GALLO et al. 2002). As lagartas
depois de completamente desenvolvidas, abandonam as macas do algodoeiro,

deixando-se cair no solo para transformarem-se em estado de pupa.

Figura 1: Ciclo de desenvolvimento de Heliothis virescens.



3.3. Resisténcia de insetos-praga as proteinas de B. thuringiensis

O fendmeno da evolugdo de resisténcia aos inseticidas € um dos graves
problemas no controle de insetos-praga agricola, entretanto, os casos de resisténcia
ndo se limitam a inseticidas sintéticos, mas incluem uma ampla gama de produtos
naturais, incluindo reguladores de crescimento e agentes de controle biologico, entre
eles a toxina produzida por B. thuringiensis. Pragas alvo evoluem em resposta a
selegdo natural imposta pelos métodos de controle, limitando sua eficiéncia e
viabilidade em longo prazo (HAWTHORNE, 1998).

Inicialmente, os casos de evolucdo da resisténcia de insetos a proteinas de B.
thuringiensis, restringiam-se a biopesticidas a base de Bt aplicados em pulverizagdo ou
devido a selecdo de linhagens resistentes a proteinas de Bt em condi¢cdes de
laboratério. Formulacdes contendo a toxina de B. thuringiensis foram usadas por mais
de quarenta anos como inseticidas sem nenhuma evidéncia de resisténcia em situagdes
de campo. O primeiro relato de falhas de formulacdes de B. thuringiensis no controle de
pragas ocorreu nas Filipinas com Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) (VAN RIE & FERRE, 2000). Desde entdo, observa-se que populacdes de
varias espécies de lepidopteros, coledpteros e dipteros, tém desenvolvido resisténcia a
toxina B. thuringiensis em condi¢6es de laboratério (NEPPL, 2001).

Um fator importante na determinacédo da capacidade de uma espécie de inseto
desenvolver resisténcia é a variabilidade genética, tanto dentro da mesma populacéo
quanto entre populacbes diferentes (FERRE & VAN RIE, 2002). Geralmente, os altos
niveis de variacao intraespecifica entre as populacdes refletem uma maior capacidade
de desenvolver resisténcia. Este tipo de variabilidade tem sido detectado em diferentes
espécies de insetos-praga, H.virescens, H. zea, Helicoverpa armigera (Hibner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae), Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae), P.
xylostella, Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (LUTTRELL et al. 1999; ALI et al.
2006; MONNERAT et al. 2006; SAEGLITZ et al. 2006, ALI & LUTRELL, 2007).



A evolucao da resisténcia a toxinas de B. thuringiensis expressas em plantas
transgénicas, numa populagéo de insetos, é afetada por um grande nimero de fatores
que interagem entre si e em relacdo as bases bioquimicas da resisténcia, qualquer
alteragdo no modo de acdo das toxinas de B. thuringiensis podera influenciar no
desenvolvimento da resisténcia. Essas alteracbes podem ser: 1) alteracdo no sitio de
ligacdo da toxina & membrana; 2) modificacdo na atividade proteolitica no intestino do
inseto; 3) aumento na velocidade de reparacdo do tecido epitelial danificado. A primeira
alteracdo € a que gera 0os maiores niveis de resisténcia, ela tem sido descrita tanto em
populagcbes resistentes capturadas em campo como em populagdes selecionadas
artificialmente em laboratério. Além disso, esta alteracdo tem sido detectada em cepas
resistentes a uma ou vérias toxinas da familia CrylA de Plodia interpunctella
(Lepidoptera: Pyralidae) (Hiubner) (VAN RIE et al. 1990), P. xylostella (FERRE et al.
1991) e H. virescens (LEE et al. 1995).

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

Embora algumas estratégias tenham sido praticadas com o intuito de reduzir a
resisténcia, como por exemplo, area de reflgio, uma segunda metodologia esta sendo
usada recentemente, que € o uso de culturas piramidadas, ou seja, com empilhamento
de mdultiplos genes na mesma planta. As chances de ocorrer duas mutacdes
simultaneamente nos dois receptores para toxinas agindo independentemente seriam
muito menores. Esta Ultima estratégia exige que: 1) os genes que codificam proteinas
inseticidas apresentem um mecanismo de acéo diferente ou local de ligacdo diferente,
para evitar o aparecimento de resisténcia cruzada; 2) utilizar proteinas com toxicidade
contra 0 mesmo organismo alvo; 3) existir baixa frequéncia de alelos de resisténcia na
populacéo do campo e os locos de resisténcia de ambos os genes néo estarem ligados
(BRAVO & SOBERON 2008, FERRE et al. 2008, TABASHNIK & CARRIERE, 2008).



Acredita-se que o desenvolvimento de resisténcia a B. thuringiensis diminui com
estas plantas piramidadas, como no caso do algodéao, devido a sua dupla agdo e maior
dose efetiva (GOULD et al. 2003). A maior dose efetiva deve, teoricamente, reduzir a
sobrevivéncia dos individuos heterozigotos portadores de genes recessivos para a
resisténcia.

A estratégia de piramide € suportada por testes de laboratorio com lagarta do
algoddo e em analise recente com populagbes nos campos de algoddo Bt na india com
lagarta-rosada, Pectinophora gossypiella (SAUNDERS, 1844) (Lepidoptera:
Gelechiidae). Os estudos de laboratério mostraram que a lagarta do algodado pode
desenvolver resisténcia a MVP, uma formulacédo Bt comercial baseado em CrylAc, mas
nao para Dipel ou XenTari, que contém proteinas multiplas Cry (AKHURST et al. 2003).
A linhagem resistente também foi resistente a CrylAb, mas ndo a Cry2Aa ou Cry2Ab
gue se ligam a diferentes receptores (LIAO et al. 2002).

Assim, os estudos de ligacdo das proteinas Cry tém revelado uma estreita
correlacdo entre o desenvolvimento de resisténcia cruzada ou resisténcia multipla e a
existéncia de sitios de ligagcdo comuns para estas toxinas. Espécies de insetos que
compartilham os mesmos sitios de ligacdo para determinadas toxinas, ao desenvolver
resisténcia a uma das toxinas, podem desenvolver também resisténcia para o restante
das toxinas que compartiiham os mesmos sitios de ligacdo, como ocorre em P.
xylostella (GRANERO et al. 1996) e H. virescens (JURAT-FUENTES & ADANG, 2001).

Atualmente, os programas de controle de resisténcia realizam numerosos
estudos de campo, em relacdo a susceptibilidade, a fim de verificar se a resisténcia tem
aumentado em diferentes popula¢cbes de insetos apds a aplicacdo de produtos Bt ou
apos a introducao da cultura-Bt (SIVASUPRAMANIAM et al. 2007).

3.4. A bactéria B. thuringiensis e suas toxinas

A bactéria B. thuringiensis € o microrganismo mais bem sucedido usado como
biopesticida e representa uma importante alternativa aos inseticidas quimicos atuais no

controle de algumas espécies de insetos, devido a sua capacidade para controlar
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especificamente a praga desejada, bem como a sua seguranca ambiental (KAWANISHI &
HELD, 1990; VAN FRANKENHUYZEN, 1993). E uma bactéria entomopatogénica gram-
positiva, em forma de bastonete, formadora de esporos, da familia Bacillaceae (GLARE
& O'CALLAGHAM, 2000). Encontra-se amplamente distribuida por todo o planeta,
devido principalmente a sua capacidade esporulante, o que lhe confere uma elevada
resisténcia ao calor e a seca (MARTIN & TRAVERS, 1989).

Ocorre em diversos ambientes e é facilmente isolada a partir de diferentes
substratos por métodos relativamente simples e eficientes (GLARE & O’'CALLAGHAM,
2000). Destaca entre os organismos empregados no controle biologico, por produzir um
namero de toxinas inseticidas, incluindo, exotoxinas, enterotoxinas, toxinas Vips e
endotoxinas. Sob certas restricdes, como auséncia de nutrientes ou acumulo de
metabdlitos indesejaveis, esta bactéria entra em processo de esporulagdo, durante a
fase estacionaria. No inicio da esporulacdo, B. thuringiensis sintetiza uma grande
quantidade de proteinas com atividade inseticida. As proteinas acumuladas formam um
corpo de incluséo cristalina, razdo pelas quais séo denominadas Cry (YAMAMOTO &
DEAN, 2000).

3.4.1. Proteinas Cryl de B. thuringiensis

Durante sua esporulacao, B. thuringiensis produz corpos de inclusdo que contém
uma seérie de proteinas (3-endotoxinas) com atividade inseticida, proteinas Cry e
proteinas Cyt. Dentro desta denominagdo se agrupam todas aquelas proteinas
produzidas por B. thuringiensis que se acumulam na célula como um corpo de inclusdo
parasporal (cristal) e com atividade toxica contra algum organismo alvo.

Mais de 200 genes de &-endotoxinas tém sido descritos, classificados em 27
grupos de acordo com a homologia da sequéncia de aminoacidos (CRICKMORE et al.
1998). As proteinas Cry possuem duas regides distintas compostas por protoxinas, uma
porcdo amino-terminal (N-terminal), normalmente variavel, associada a toxidade da
proteina e uma porcdo carboxi-terminal (C-terminal), sendo esta conservada e

associada a formacéao do cristal (BRAVO et al. 2007).
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Apesar da sua diversidade de sequéncia, todas as proteinas Cry compartilham
uma estrutura terciaria semelhante, como exemplificada até agora por cristalografia de
raios X. A porcao C-terminal esta envolvida na formacgéo de cristais, mas ndo faz parte
da toxina madura, pois € clivada no intestino do inseto. A porcdo N-terminal € a toxina
em si, e compreende trés dominios. Dominio | € um conjunto de sete hélices, seis das
quais sdo anfipaticas que circundam a sétima hélice hidrofébica, e este dominio é
responsavel pela insercdo da membrana e formacdo de poros. Dominios Il e Il
conferem especificidade de ligacdo ao receptor, assim, ajudando a definir a gama de
hospedeiros (BOONSERM et al. 2006).

O modo de agdo das proteinas Cry foi determinado, principalmente, em lagartas
de lepidopteros (KNOWLES & DOW, 1993). As proteinas Cry provocam lise das células
epiteliais intestinais das lagartas de insetos susceptiveis pela formacdo de poros na
regido apical das microvilosidades (ARONSON & SHAI, 2001; DE MAAGD et al. 2001,
BRAVO et al. 2005). Os sintomas que séo ressaltados a partir deste momento séo:
perda do apetite, paralisia do intestino, vomito, diarréia, paralisia total e por fim, morte
(ARONSON et al. 1986).

Apés a ingestdo dos esporos e cristais pelo inseto, os cristais sao solubilizados
em pH alcalino, originando as protoxinas que em presenca de enzimas digestivas
(proteinases) séo convertidas em 4 ou mais polipeptideos toxicos (&-endotoxinas).
Essas toxinas hidrolizadas cruzam a membrana peritréfica, ligam-se a receptores
especificos localizados na membrana apical das células colunares do intestino médio,
interferindo no gradiente ibnico e balanco osmético da membrana apical formando
poros que aumentam a permeabilidade da membrana. O aumento na absorcéo de agua
causa lise celular e eventual ruptura e desintegracdo das células do intestino médio
(Figura 2). O inseto também pode morrer por inanicdo, uma vez que pouco tempo apos
a infeccdo o inseto cessa a alimentacdo (COPPING & MENN, 2000).

As proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc tém sido muito estudadas em
lepidopteros acarretando uma série de evidéncias a respeito do funcionamento das

proteinas Cry quando estas sao ingeridas por insetos susceptiveis (BRAVO et al. 2007).
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A partir dessas pesquisas, 0s genes dessas proteinas sao utilizados na transformacgéao
de plantas, originando os cultivares transgénicos (MIKLOS et al. 2007).
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Figura 2: Etapas envolvidas no mecanismo de acéo de B. thuringiensis.

3.4.2. Proteinas Vip3A de B. thuringiensis

B. thuringiensis também produz uma classe de proteinas chamadas VIPs
(Proteinas Inseticidas Vegetativas) que sdo produzidas e secretadas durante a fase de
crescimento vegetativo da bactéria (ESTRUCH et al. 1996) e também possui atividade
entomopatogénica. Diferentemente das proteinas Cry, as quais se unem em cristais
insolGveis dentro da célula mae, Vip3A é secretada como proteina sollvel por algumas
linhagens de B. thuringiensis durante a fase vegetativa de crescimento, dificultando sua
aplicacéo no campo (ARORA et al. 2003).

Apresenta atividade toxica contra cerca de 130 espécies de insetos das Ordens
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, estando inclusas importantes pragas agricolas
brasileiras como S. frugiperda, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Pyralidae) e Anticarsia gemmatalis (HUbner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) e alguns

vetores de doencgas de importancia mundial, pertencentes aos géneros Aedes, Culex e
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Anopheles (LERECLUS et al. 1993), além de atingir também alguns invertebrados como
os nematoides e platelmintos (FEITELSON et al. 1993)

O modo de acéo destas toxinas é por meio das proteinas ativas que se ligam aos
receptores localizados nas microvilosidades das células colunares do epitélio intestinal
das lagartas de insetos susceptiveis (DE MAAGD et al. 2001; BRAVO et al. 2005). A
insercdo da toxina promove a formacgao de poros na regido apical das microvilosidades.
A unido a estes sitios é uma etapa determinante da especificidade das toxinas Cry e
Vip, o que incentivou diversos grupos de pesquisa a se dedicarem a compreensao
desse processo (MONNERAT & BRAVO, 2000). As metodologias mais utilizadas sdo os
estudos cinéticos de unido utilizando proteinas marcadas com biotina e “brush border
membrane vesicles” (BBMVS).

As plantas transgénicas contendo genes de B. thuringiensis que expressam
proteinas entomopatogénicas € uma opcao viavel para combater insetos-praga. Os
transgénicos, segundo ZHAO et al. (2000), podem constituir uma continua fonte de
toxinas que favorecem selecéo para genes resistentes dentro de populacdes de insetos.
A selecéo de isolados de B. thuringiensis e, consequentemente, a descoberta de novas
proteinas com atividade inseticida é uma forma de incrementar o manejo de insetos-
praga (ESCUDERO et al. 2004; MEDEIROS et al. 2005). Para obter sucesso na
utilizacdo destes em programas de manejo de insetos-praga, é necessaria a adogao de
isolados eficientes. Dessa forma, a selecdo de isolados nativos pode fortalecer o
desenvolvimento regional, pois a maioria dos produtos disponiveis no mercado é
importada e apresenta elevados custos de producdo (POLANCZYK et al. 2008).

As proteinas Vip foram descritas por ESTRUCH et al. (1996) e recebem essa
denominacdo por serem produzidas na fase vegetativa de crescimento de B.
thuringiensis. Sua concentracdo também permanece alta antes e depois da fase de
esporulacdo. Essas proteinas sdo produzidas em etapas iniciais do processo de
crescimento das bactérias em cultura, adiantando a sua obtencdo. Essa foi uma
descoberta importante, pois atualmente ndo s6 se aproveita a mistura de esporos e
cristais obtidos apés o cultivo de B. thuringiensis, como também é possivel utilizar o seu
sobrenadante (ESTRUCH et al. 1996).
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A acédo da proteina Vip3A tem sido pesquisada e demonstra iniciar sua atividade
no epitélio intestinal do inseto assim como as proteinas Cry, no entanto devido a sua
forma soluvel as proteinas Vips se ligam mais rapidamente aos receptores de
membrana das células epiteliais do intestino do inseto susceptivel e comeca uma
progressiva degeneracao da camada epitelial (YU et al. 1997).

Desde a descoberta da toxina Vip, dois grandes grupos de toxinas Vip tém sido
identificados em B. thuringiensis. Um dos grupos de toxinas Vip consiste de toxinas
binarias que séo feitos de dois componentes, Vipl e Vip2 (WARREN, 1997). A
combinacdo de Vipl e Vip2 é altamente inseticida para um inseto agronomicamente
importante, o crisomelideo do milho, Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae),
mas ndo mostra qualquer atividade inseticida para quaisquer insetos lepidépteros (HAN
et al. 1999). O outro grupo € composto por toxinas Vip3, que ndo compartilham
similaridade com nenhuma sequéncia Vipl ou Vip2.

O gene vip3A codifica uma proteina com atividade tdxica para insetos pouco
sensiveis a maioria das proteinas Cry, e além disso, essa proteina apresenta acao sobre
um espectro maior de espécies de insetos-praga, principalmente contra lepidopteros
(LOGUERCIO et al. 2002). A primeira toxina identificada Vip3, Vip3Aal, é altamente
inseticida para varias pragas de lepidépteros de milho e algodéo, incluindo S. frugiperda
e H. zea, mas ndo apresenta atividade contra a broca do milho européia O. nubilalis,
uma das maiores pragas de milho (ESTRUCH et al. 1996).

A localizacdo dos genes responsaveis por sua producdo ainda nao foi
determinada, embora existam varios conjuntos de primers que podem ser utilizados
para identifica- las como vipl e vip2 (RICE, 1999; FANG et al. 2007; SELVAPANDIYAN
et al. 2001) vip3A (RICE, 1999), vip3Aa (SEIFINEJAD et al. 2008), vip5 e vip6
(LOGUERCIO et al. 2002).

A proteina Vip3A possui atividade inseticida contra um grande espectro de
insetos-praga de importancia agrondmica da ordem Lepidoptera e revela alta
bioatividade para: Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) (Hufnagel, 1767), S.
frugiperda, S. exigua (ESTRUCH et al. 1996), H. virescens, H. zea (DOSS et al. 2002).

No caso de A. ipsilon, Vip3A proporciona 260 vezes superior atividade inseticida do que
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algumas proteinas CrylA relatadas como sendo ativas contra esta praga (ESTRUCH et
al. 1996; MACINTOSH et al. 1990). O espectro inseticida das proteinas Vip inclui certas
pragas importantes, as quais tém mostrado insensibilidade para as proteinas Cry
(BHALLA et al. 2005).

Segundo FANG et al. (2007) estas proteinas representam uma das maiores
descobertas de toxinas com capacidade inseticida, sendo extremamente relevante a
auséncia de similaridade nas sequéncias de aminoacidos destas proteinas com as
sequéncias de aminoacidos das endotoxinas, especialmente, em termos de manejo e
evolugéo da resisténcia. Segundo DONOVAN et al. (2001), a proteina Vip3A pode ser
sintetizada depois que esporos de B. thuringiensis séo ingeridos por insetos, sugerindo
que uma parte significante da patogenicidade de B. thuringiensis contra S. exigua seja
devida a producéo de proteina Vip3A dentro de lagartas mortas. A mortalidade seria,
entdo, resultante de germinacado de esporos, crescimento e desenvolvimento de células
bacterianas depois da ingestao pelas lagartas.

LEE et al. (2003) compararam o modo de acdo da proteina Vip3A com CrylAb
em experimentos de ativacdo proteolitica, ligacdo a BBMV ("Brush Border Membrane
Vesicles") e habilidade para formar poros em dois diferentes ensaios in vitro. Os autores
verificaram que Vip3A difere em varias etapas, quanto ao modo de ac¢éo, utilizando um
alvo molecular diferente e formando distintos canais idnicos, comparada a CrylAb. A
interacdo das proteinas Vip com os receptores do intestino das lagartas de diferentes
lepidépteros coloca essas proteinas como uma segunda geracdo de toxinas de B.
thuringiensis, com excelente potencial para 0 manejo da resisténcia dos insetos.

Assim a proteina Vip3A pode ser potencialmente Gtil no manejo de resisténcia de
H. zea e H. virescens (LEE et al. 2003). Portanto, enriquecer a diversidade dos genes
Vip3 disponiveis ira provavelmente, aumentar o espectro de atividade da familia Vip3 e
assim facilitar a aplicacdo para o controle de diferentes insetos-praga e retardar o
processo de resisténcia nas populacbes de insetos, uma vez que estas proteinas Vip

possuem diferencas estruturais em relacdo as demais proteinas de Bt.
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3.5. Efeitos das toxinas de B. thuringiensis

Além da patogenicidade e viruléncia causada por B. thuringiensis contra insetos-
praga, outros aspectos como os efeitos sub-letais sobre os individuos sobreviventes e
efeito sinérgico entre as proteinas, embora dificeis de detectar, certamente ocorrem e
representam um importante parametro, que auxilia na avaliagdo de sua atividade toxica.

Diversos estudos tém sido realizados para encontrar o efeito sinérgico
combinadas entre patdgeno-patdgeno ou patdgeno-inseticida para controlar insetos-
praga, em especial utilizando-se B. thuringiensis (BRODERICK et al. 2000; BRICKLE et
al. 2001).

Tradicionalmente, as pesquisas relacionadas aos efeitos de inseticidas sobre
insetos tém-se restringido a sua acéo letal. No entanto, doses sub-letais podem afetar a
fisiologia tanto das espécies alvo das aplicagcbes como das espécies benéficas (REED
& BASS, 1980; TAN 1981; PIENKOWSKI & MEHRING, 1983; BEACH & TODD, 1985;
ROBERTSON et al. 1985; ABRO et al. 1993; VERKERK & WRIGHT, 1993).

O conhecimento dos efeitos sub-letais é relevante ndo apenas sobre 0s inimigos
naturais, mas também sobre as espécies-praga, pois alteracdes nos processos
fisiologicos desses insetos provocados por efeitos sub-letais podem ser favoraveis a
atuacédo de predadores e parasitoides, pelo enfraquecimento da presa/hospedeiro.

Os parametros biologicos mais comumente afetados pela acédo sub-letal s&o
alteracdo no peso, atraso no desenvolvimento, reducédo da alimentacédo e até mesmo
impedir que o inseto complete o seu ciclo de desenvolvimento (SIMS et al. 1996).

A relacdo intrinseca entre as toxinas e seus receptores pode levar a efeitos
antagonicos ou sinérgicos. Neste sentido, LEE et al. (1996) constataram efeito
antagbnico entre as toxinas CrylAa e CrylAb para Lymantria dispar (Lepidoptera:
Lymantriidae) (Linnaeus, 1758). Porém 0s mesmos autores verificaram um efeito
sinérgico entre CrylAa e CrylAc para a mesma espécie, resultando num aumento da
toxicidade de 4 a 7 vezes. Os mesmos efeitos de interagdo podem ser observados para
formulagdes. AMEEN et al. (1998) observaram efeito aditivo entre Xentari e Dipel para

H. virescens, porém entre Xentari e Dipel foi observado efeito antagbnico. Além dos
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lepidépteros, GLARE & O'CALLAGHAM (2000) listam varios exemplos de interacdo
entre toxinas Cry para dipteros.

3.6. Protedlise das proteinas

O processamento proteolitico das toxinas Cry e Vip € uma etapa crucial na
ativacdo e informacdes sobre a distribuicdo e interacdo destas toxinas sobre insetos
alvo e ndo-alvo e é importante para explicar como a acao proteolitica de enzimas
digestivas contribui para a tolerancia as toxinas. A caracterizacao da protease presente
nas principais atividades do intestino medio de lagartas de H. virescens é importante
para entender a digestao de proteinas.

Segundo BRAVO et al. (2007) o pH do intestino médio dos insetos tem grande
influéncia na atividade das toxinas. Algumas toxinas sdo ativadas em condi¢cfes
alcalinas, por exemplo, CrylA, enquanto outras sédo ativadas em condi¢bes de pH
neutro-acido como a CrylB. Portanto, em alguns casos, diferentes processamentos
proteoliticos das toxinas em diferentes insetos podem ser uma etapa limitante na sua
toxicidade.

Protoxina liberada é clivada por proteinases no intestino médio a um nucleo
estavel de toxinas (LIGHTWOOD et al. 2000), que entdo sdo capazes de se ligar a
receptores na membrana. Ligacdo da toxina ao receptor leva a oligomerizacdo de
moléculas de toxina, formando poros que culminam com a morte do inseto (SCHNEPF
et al. 1998; BRAVO et al. 2004;. GRIFFITTS et al. 2005). Mecanismos alterados de
ativacdo da toxina s@o geralmente associados com baixos niveis de resisténcia (FERRE
& VAN RIE, 2002). Em uma linhagem resistente de P. interpunctella, a alteragéo de
proteinases do intestino € responsavel por aproximadamente 90% da resisténcia
(HERRERO et al. 2001).

As enzimas proteoliticas do intestino médio dos insetos podem estar envolvidas
ndo s6 no processamento das toxinas Bt, mas também na sua degradacao. Até agora,
nenhum relatério definitivo comprova o papel de proteases do intestino médio nos

mecanismos de resisténcia as toxinas Bt. No entanto, DAI & GILL (1993) indicaram que
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a proteina dipteros-ativa CrylVD foi processada mais lentamente por um extrato de
intestino médio de uma linhagem resistente Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae)
(Say, 1823), que por um extrato de uma linhagem suscetivel. Em Lepidoptera, um
estudo realizado por JOHNSON et al. (1990) ndo encontraram diferencas em proteases
do intestino médio entre linhagens sensiveis e resistentes de P. interpunctella (para B.
thuringiensis var. Kurstaki HD-11), e neste caso a resisténcia pode ser explicada por
mudancas em um receptor de membrana do intestino médio (VAN RIE et al. 1990).
Mas, mais recentemente, os pesquisadores (OPPERT et al. 1994) encontraram uma
transformacgé&o incompleta e lenta da protoxina CrylA por extratos do intestino médio de
outra estirpe de P. interpunctella quando comparados com o0s extratos da estirpe
original suscetivel e outra linhagem resistente, sugerindo que algumas cepas de Bt
podem provocar um mecanismo de resisténcia em P. interpunctella.

Insetos que desenvolveram uma tolerancia de proteinas Bt desenvolveram
mecanismos que interferem em uma etapa ou em uma combinacdo de etapas
envolvidas no modo de agao da endotoxina (Figura 2). Por exemplo, em P. xylostella e
P. interpunctella tem sido demonstrado que a resisténcia € devido a mudancas no
receptor de membrana do intestino médio (VAN RIE et al. 1990; FERRE et al. 1991). No
entanto, com as linhagens de H. virescens, a resisténcia ndo foi acompanhada por
mudancas significativas da ligagdo nos receptores de membrana (MACINTOSH et al.
1991; GOULD et al. 1992), apontando para outros fatores envolvidos no modo de acéo
da toxina como responsavel pela resisténcia. Variacdes no processamento de toxina,
pH intestinal e atividade da protease do intestino pode, portanto, fornecer a seletividade

observado em algumas espécies de insetos (HAIDER et al. 1986; MILNE et al. 1990).
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéo e preparacao das proteinas Cryl e Vip3A

As proteinas estudadas neste trabalho foram preparadas a partir de linhagens
recombinantes de Escherichia coli expressando uma Unica toxina. Células de E. coli XL-
1 Blue foram transformadas com os genes crylAa, crylAc e crylCa e clones das
proteinas Vip3A tipos Vip3A(1), Vip3A(2) e Vip3A(3) foram obtidos com a
transformacédo de E. coli WK6 contendo, na porcdo N terminal, uma sequéncia de 6
histidinas (6 x His), inseridos no vetor de expressdo. Estes clones foram cedidos pelo
Prof. Dr. Juan Ferré, da Universidade de Valéncia, Campus de Burjassot, Espanha.

Clones de E. coli foram cultivados em placa de Petri, contendo meio LB (2x)
sélido (2g de triptona, 1g de extrato de levedura, 1g de NaCl, gsp 100ml pH7,2) com
ampicilina (100 pg.ml™) e incubada a 37°C por 12h, para a verificacdo da pureza da
cultura. Em seguida, uma coldnia isolada foi transferida para 3 ml de meio de cultura LB
contendo ampicilina (100 pg.mi™) e submetida a 37°C por 12h sob agitacdo horizontal a
200 rpm. Um volume de 500 pl da cultura foi adicionado a 500 ul de glicerol 100% e

estocado em freezer -80°C (solucéo estoque).

4.2. Expresséo das proteinas Cryl

Para a expressao das proteinas Cryl, 12 pl de cada clone foi inoculado em placa
de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura TB sélido (12 g de triptona, 24 g de
extrato de levedura, 2,31 g de KH,POy, 12,54 g de K;HPO4, 4 ml de glicerol, g.p.s. 1000
ml), glicose 2% (v/v) e ampicilina (100 pg.ml™), incubado por 24 h a 30°C. Ap6s este
periodo de crescimento uma colénia de células foi transferida para um pré-indculo em
erlenmeyer com capacidade de 250 ml, contendo 20 ml de meio TB, glicose 2% (v/v) e
ampicilina (100 pg.ml™) e incubou-se a 37°C, por 12 h sob agitacdo de 200 rpm. Apds o

tempo de crescimento das células, 2,5 ml desse cultivo foi transferido para 250 ml de
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meio TB + ampicilina (100 pg.ml™) e incubados durante 60 h, a 28°C sob agitac&do
constante.

As células cultivadas foram coletadas por centrifugacdo (Beckman®, Maryland,
Estados Unidos) por 8 min a 5.930 Xg. Para o inicio da lise celular foram adicionados 3
ml de tamp&o de suspensao (50 mM Tris/HCI pH 8,0 contendo 5 mM de EDTA e 100
mM de NacCl) por grama de célula e submetido a vigorosa agitacdo em aparelho tipo
'vortex’. Adicionou-se 800 ug de lisozima por grama de “pellet’, e as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 20 min. Adicionou-se 4 mg de desoxicolato de
sédio por grama de “pellet” e incubou-se por 10 min a 37°C. Posteriormente, adicionou-
se 200 ul por grama de “pellet’” de uma solucdo 1 mg.ml* de DNAse | seguida de
incubacao por 30 min a 37°C sob agitacéo.

As amostras foram submetidas a sonicacdo para rompimento das células
bacterianas e, em seguida, o material foi centrifugado a 39.200 Xg por 10 min a 4°C
(Beckman®, Maryland, Estados Unidos). ApOs a etapa de lise celular, o material foi
lavado com tampéo (20 mM Tris/HCI pH7,5 contendo 1M de NaCl e 1% de Triton X
100), misturado por agitacdo em aparelho do tipo ‘vortex’ e centrifugado a 39.200 Xg
por 10 min a 4°C. Uma solugdo de PBS (salina tamponada com fosfato - 10mM
Na;HPO4/KH,PO,4, pH 7,4 dissolvidos em 0,8% (p/v) NaCl) foi utilizada como passo final
nesta etapa para lavagem, seguido de agitagdo em aparelho do tipo ‘vortex’ e de
centrifugacao a 39.200 Xg por 10 min a 4°C.

Para solubilizacdo da proteina, adicionou-se 10 ml por grama de “pellet” de
tampé&o de solubilizagcdo (50 mM NaHCOj; pH 10,0 contendo 100 mM NaCl + 10 mM
DTT) seguida de incubacdo por 2 h a 37°C a 200 rpm. Em seguida, realizou-se a
centrifugacdo por 15 min a 39.200 Xg a 4°C. O sobrenadante contendo a protoxina
solubilizada foi transferido para um novo tubo do tipo ‘Corning’ (New York, USA) e

estocado a -20°C até o momento do uso.

4.3. Expresséo das proteinas Vip3A

Para a expressao das proteinas Vip3A(1), Vip3A(2) e Vip3A(3), 12 pl das células

estocadas foram cultivadas em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura
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LB (2x) acrescidos de 100 pg.mlde ampicilina por 12 h a 37°C. Uma coldnia de
células foi transferido para o pré-in6culo contendo meio LB (2x) e antibidtico e as
culturas foram incubadas a 37°C, por 12 h sob agita¢gdo de 250 rpm.

Em seguida uma aliquota de 2 ml desta pré-cultura foi transferida para 200 ml de
meio LB (2x) com antibiético. As culturas foram incubadas a 37°C sob agitacdo de 250
rom até a DOegoo atingir 1,2. Posteriormente uma aliquota desta pré-cultura foi
transferida para um erlenmeyer de capacidade de 1 L contendo 200 ml de meio LB (2x)
com ampicilina (100 pg.ml™) até que a DOggo atingisse 0,025. Em seguida incubou-se a
37°C sob agitacdo de 250 rpm até a DOggy atingir 0,6. A expressdo da proteina foi
induzida pela adi¢do de IPTG, a concentracao final de 1mM, por 12 h sob agitacao de
190 rpm. Como monitoramento da expressdao, uma cultura crescida nas mesmas
condi¢cbes ndo recebeu como indutor de expressao a solucao de IPTG.

As células foram sedimentadas por centrifugacdo a 17.400 Xg por 30 min,
lisadas em tampéo fosfato (20 mM + 5M NaCl pH 7,4), 300 ul de lisozima (100 mg.ml™),
100 pl de DNasel (1 mg.ml™"), 10 ul de PMSF (0,1M) e incubadas por 30 min & 37°C
com agitacdo de 50 rpm. ApoOs estas etapas, as amostras foram submetidas a
sonicacdo na metade da capacidade maxima de sonicagéo do aparelho por 3 vezes de
60 s, com 15 s de pausa. Apos a sonicacao o material foi centrifugado a 17.400 Xg por
30 min em centrifuga (Beckman®, Maryland, Estados Unidos) a 4°C. O sobrenadante

foi coletado por centrifugacédo e armazenado a -20°C.

4.4. Eletroforese SDS-PAGE e quantificacdo das proteinas

Aliguotas de proteinas Cryl e Vip3A foram coletadas e visualizadas em gel de
poliacrilamida 12% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), segundo LAEMMLI
(1970), em equipamento para eletroforese vertical Mini Protean 1l (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, EUA). Utilizou-se a solucdo “Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder” (Fermentas, Vilnius, Lituania) como marcador de massa molecular.

As amostras a serem visualizadas em gel de SDS PAGE foram preparadas

contendo: 20 ul do sobrenadante de cada proteina e 10 pl de tampéo de amostra (62
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mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% Glicerol; 5% B-mercaptanol e 0,02% de Azul de
bromofenol) sendo posteriormente aquecidas por 5 min a 100°C e uma aliquota de 15
pl aplicada em gel de poliacrilamida.

Os géis de empilhamento e de separacdo foram preparados a 5% e 12% de
acrilamida, respectivamente. Os reagentes utilizados na preparacdo do gel e
concentracdes encontram-se abaixo (Tabela 1). A cuba vertical Bio-Rad, modelo Mini-
protean® Il Cell foi preenchida com tampéao de eletrodo (0, 192 M glicina, 0,025 M Tris e
0,1% SDS) e submetida a corrente constante de 60 mA, 200 V por 90 min.

Tabela 1. Reagentes utilizados para a confecgéo dos géis.

Reagentes Gel de Gel de
g Empilhamento (ml) Separagédo (ml)
Tris-HCI (0,5 M pH 6,8) 0,5 0
Tris-HCI (2,25 M pH 8,8) 0 0,8
Acrilamida - Bis (30:0,08%) 0,33 1,66
SDS (4 %) 0,125 0,115
TEMED (tetramethylethylenediamine) 0,006 0,015
Persulfato de amonio (10%) 0,02 0,065
H.0 1,105 2,43

Apoés a eletroforese, as bandas polipeptidicas foram detectadas por meio da
coloracédo do gel com Coomassie-Brilliant Blue 0,02% (metanol 30%, acido acético 10%,
sulfato caprico 0,1% e &agua) por 15 min e descorado com sucessivas lavagens de
solucdo descorante (metanol 10%, &cido acético 10% e agua). Os géis foram
analisados e fotodocumentados em aparelho scanner (HP Scanjet 3570c).

Para a quantificacdo das proteinas, novos geis de policrilamida foram preparados
contendo cinco diferentes concentracdes de BSA (0,88; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg.ml™)
e as respectivas proteinas. Estas foram quantificadas com o auxilio do software

Bionumerics, sendo o padrdo para quantificacdo da concentracdo final a soroalbumina
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bovina (BSA). Os géis foram digitalizados e os valores de BSA foram inseridos ao
programa como concentragcdes conhecidas. Com base nestes valores o software gerou
uma curva de densitometria das concentracdes e estimou a concentracdo de cada
amostra aplicada.

Os valores de quantificagcdo obtidos por essa metodologia foram apresentados
em ng.pl™?, esses foram transformados para ng.cm™ em funcéo da &rea da dieta artificial
semi-solida utilizada em cada parcela do bioensaio. Foi estipulado a aplicacdo de 25
ul.cm de dieta artificial, portanto os valores gerados em ng.ul™ foram multiplicados por
25 e obtivemos a quantidade em ng.cm™ de proteina. Em funcdo desse valor as

diluicdes foram preparadas utilizando a formula C,V,;=C, V..

4.5. Bioensaios com H. virescens

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA) do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria
da FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP. As lagartas neonatas utilizadas nos bioensaios
foram provenientes do Laboratério de Biologia de Insetos, na ESALQ (Piracicaba-SP),
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra.

Para a realizacdo dos bioensaios, foram utilizados os lisados dos clones de E.
coli contendo as proteinas Cryl e Vip3A, separadamente, para determinacdo da

atividade bioinseticida destas proteinas.

4.5.1. Bioensaios de concentracao letal média (CL50) para proteinas Cryl e Vip3A

Para a realizacdo dos bioensaios e determinacao da atividade bioinseticida das
proteinas em H. virescens, lagartas neonatas foram alimentadas com dieta artificial.
Diferentes concentracdes das toxinas CrylAa, CrylAc, CrylCa, Vip3A(1), Vip3A(2) e
Vip3A(3), foram testadas, e para cada concentracdo de toxina 16 lagartas neonatas

foram utilizadas. A partir da solucdo estoque de cada proteina utlizaram-se o0s
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seguintes intervalos de concentracdes: CrylAa 6,7 - 1200 ng.cm™, CrylAc 1 - 100
ng.cm?, CrylCa 20 - 12350 ng.cm?, Vip3A(1) 13 - 7000 ng.cm?, Vip3A(2) 25 -
10261,76 ng.cm™ e Vip3A(3) 50 - 2010,65 ng.cm™. Um volume constante de 50 pl das
concentracdes das amostras foram aplicados na superficie de uma dieta artificial
descrita segundo MONNERAT et al. (2007) contida em placas de poliestireno de 128
pocos (“Cell Wells, Corning Glass Works”, Corning, New York). Para cada poco das
placas de poliestireno, uma lagarta neonata foi adicionada. E estas foram incubadas a
25°C £ 2°C, com uma umidade relativa de 70 + 10%, e um fotoperiodo de 14:10 h
(luz:escuro). Todos os bioensaios foram realizados em triplicata e a mortalidade foi
avaliada ap0s cinco dias.

Como testemunha dos experimentos aplicou-se o0 mesmo volume de agua
destilada, tampéao de solubilizacdo para proteinas Cry e tampéo fosfato utilizados em
proteinas Vip na superficie da dieta artificial. Para obtencdo da CLs,, 0s dados de
mortalidade obtidos, para cada proteina, nas diferentes concentracfes testadas foram
submetidos a uma analise de PROBIT, utilizando o programa POLO-PC (ROBERTSON
& PREISLER, 1992).

4.6. Efeito inseticida sub-letal e sinérgico de Cryl e Vip3A a H. virescens

Com o objetivo de se observar possiveis efeitos sub-letais e efeito sinérgico entre
as proteinas Cryl e Vip3A, as lagartas sobreviventes de cada tratamento foram
individualmente pesadas e novos bioensaios foram realizados com as respectivas CLsg
referentes a cada proteina.

Para analisar o efeito sub-letal, apés a avaliagdo da mortalidade das lagartas
utilizadas nos bioensaios de toxicidade mencionados acima, as lagartas sobreviventes
foram pesadas em balanca analitica devidamente calibrada, onde colocou-se em grupo
as sobreviventes de cada tratamento e os pesos foram submetidos a analise estatistica.

Em relagdo a analise do efeito sinérgico, novos bioensaios foram realizados
utilizando a CLso encontrada para cada proteina. Para tanto as proteinas foram diluidas

nos respectivos tampdes de suspensao a partir da respectiva concentragcao encontrada
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da CLso. Foram testadas todas as combinacbes de Cry com Vip e as proteinas
individualmente. Quando combinadas duas a duas (Cry + Vip) as proteinas foram
preparadas de forma isolada e aplicadas juntas em cada poc¢o na bandeja. Apés 5 dias
foi feita a analise de mortalidade e o experimento foi realizado em triplicata.
Realizaram-se também novos bioensaios para avaliar o efeito sinérgico entre as
proteinas ativadas com tripisina comercial. Para tanto as proteinas foram incubadas
com 1% de tripsina (m/m) a 37°C a 100 rpm por 1h. Primeiramente realizou-se a
cinética da reacdo para saber qual o melhor tempo, portanto retirou-se a cada 15 min
uma aliquota de 15 pl e visualizou em gel de policrilamida. Para avaliar a mortalidade
das lagartas por estas proteinas ativadas, procedeu-se da mesma forma como descrito

acima, utilizando a CLsp de cada proteina.

4.7. Interacao das enzimas digestivas de H. virescens com as toxinas Cryl e
Vip3A in vitro.

A proteolise das proteinas Cryl e Vip3A foram realizadas para verificar a
degradacdo das proteinas pelo suco intestinal do inseto em estudo. Para tanto,
intestinos de H. virescens foram coletados e lavados superficialmente com tamp&o MET
(300 mM Manitol, 5 mM EGTA, 20 mM Tris). Estes foram acondicionados em nimero
de 10 para cada tubo de centrifuga e submetidos a centrifugagédo a 6000 Xg por 10 min.
Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de centrifuga,
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

O suco intestinal foi diluido na proporcao de 1:5 com solugdo Tris HCI 20 mM pH
8,6. Para realizar os ensaios de protedlise, tubos de centrifuga contendo protoxinas e o
suco intestinal diluido foram preparados na proporgdo 2:1 (120 ul de protoxina com 60
ul de suco intestinal diluido 1:5).

As amostras foram incubadas a 30°C sendo coletados 15 pl em diferentes
intervalos de tempo, sendo: 15, 30, 60 min, 1h 30 min, 2h, 2h 30 min e 3 h. As aliquotas
coletadas nos diferentes intervalos de tempo foram transferidas para novos tubos

devidamente identificados e contendo 5 pl de tampdo de amostra utilizado em
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preparacbes para gel SDS PAGE, adicionado de B-mercaptoetanol. As reacdes de
protedlise foram paradas pelo aquecimento das amostras a 99°C por 10 min e,
resfriadas em gelo por 5 min, congeladas em N liquido e armazenadas a -80°C.

Para visualizacdo dos resultados do ensaio de protedlise, as amostras
armazenadas a -80°C foram aquecidas a 99°C por 2min e submetidas a eletroforese em

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando-se da metodologia citada no item 4.4.

4.8. Andlise dos resultados

Os dados de toxicidade, a partir dos bioensaios, foram analisados pelo software
POLO-PC que realiza as analises probit dos resultados (ROBERTSON & PREISLER,
1992).

O efeito sinérgico foi analisado pelo método de analise de variancia pelo Teste F
e as médias foram agrupadas pelo método Scott & Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Para estudar o efeito da concentracdo em relacdo ao peso utilizou-se o
método de andlise de variancia pelo Teste Tukey. A realizacdo das analises foi feita por
meio do software AgroEstat (BARBOSA & MALDONATO, 2011).
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V. RESULTADOS

5.1. Expresséao das proteinas Cryl e VIP3A

O sistema de expressdo heteréloga em E. coli possibilitou a obtencdo das
diferentes toxinas Vip3A e Cryl, as quais foram visualizadas por meio da técnica SDS-
PAGE (Figura 3). A analise por meio desta técnica confirmou a presenca de uma banda
com peso molecular de aproximadamente 85 kDa correspondente as proteinas
Vip3A(1), Vip3A(2) e Vip3A(3). Pode-se verificar a presenca de bandas mais intensas
nas canaletas 3, 4 e 5, comprovando que os respectivos genes vip3A foram induzidos a
expressarem as respectivas proteinas com a adicdo de 1mM de IPTG.

O mesmo foi feito para as proteinas CrylAa, CrylAc e CrylCa, confirmando a

presenca de uma banda de aproximadamente 135 kDa.
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Figura 3. Eletroforograma evidenciando a expressao das proteinas Cry e Vip em gel SDS-PAGE
12%. Nas canaletas: 1: Marcador de MassaMolecular (kDa) “Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder” (Fermentas); 2: lisado de E. coli ndo induzido; 3, 4, 5: Vip3A(1), Vip3A(2) e

250kDa

135kDa

95kDa

72kDa

S2kDa

42kDa

34kDa



28

Vip3A(3) expressadas no lisado de E. coli com peso molecular de 85kDa; 6, 7, 8: CrylAa,

CrylAc e CrylCa expressadas no lisado de E. coli com peso molecular de 135kDa.

5.2. Quantificacdo das proteinas Cryl e Vip3A

Apés a corrida eletroforética, as bandas referentes as proteinas foram
quantificadas (Figuras 4, 5 e 6) para uso nos bioensaios. Obtiveram-se as seguintes
concentracdes: 1,108 mg.ml™ (Vip3A(1)); 2,274 mg.ml™* (Vip3A(2)); 2,275 mg.ml*
(Vip3A(3)); 0,648 mg.ml™* (Cry1Aa); 0,622 mg.ml™* (CrylAc) e 0,494 mg.ml™* (Cry1Ca).

12 3 45 6 7 8 9 10
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Figura 4. Deteccéo e quantificacdo das proteinas Vip em gel SDS-PAGE 12%. 1, 2, 3, 4
e 5: BSA a 0,88; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg.ml’; 6: Vip3A(1) ndo induzida; 7: Vip3A(1)
induzida; 8: Vip3A(2) ndo induzida; 9: Vip3A(2) induzida e 10: marcador molecular

(kDa) “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas).
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Figura 5. Deteccéo e quantificacdo das proteinas Vip em gel SDS-PAGE 12%. 2, 3, 4,
5e 6: BSAa0,88;0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg.ml’; 7: Vip3A(3) ndo induzida; 8: Vip3A(3)
induzida; 1: marcador molecular (kDa) “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder” (Fermentas).
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Figura 6. Deteccao e quantificacdo das proteinas Cry em gel SDS-PAGE 12%. 1, 2, 3,
4 e 5: BSA a 0,88; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg.ml; 6: proteina CrylAa; 7: proteina
CrylAc; 8: proteina CrylCa e 9: Marcador de Massa Molecular (kDa) “Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas).
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5.3. Bioensaios com H. virescens

A toxicidade das proteinas Cryl e Vip3A foram testadas em lagartas neonatas de
H. virescens. As proteinas Cryl foram utilizadas nos bioensaios apds a solubilizagéo e
as proteinas Vip3A foram utilizadas na forma de lisado protéico, apos inducdo da
expressao.

Nos bioensaios com H. virescens, as ClLsy das proteinas CrylAa, CrylAc e
CrylCa, Vip3A(1), Vip3A(2) e Vip3A(3) foram aferidas (Tabela 2), sendo que entre as
proteinas Vip3A as mais téxicas para este estudo foram Vip3A(2) (CLsy de 945,77
ng.cm™) e Vip3A(3) (CLso de 874,45 ng.cm™) e dentre as Cryl destacou-se a CrylAc
(CLso de 39,89 ng.cm™), que também apresentou a menor CLso em relacéo a todas as
toxinas testadas. A proteina Vip3A(1) (CLsy de 1649,87 ng.cm™) exibiu toxicidade
moderada enquanto CrylAa (CLsp de 3.502,90 ng.cm™) e CrylCa (CLso de 3.102,30
ng.cm?) foram as proteinas menos ativas para esta populacdo de insetos, nas

condi¢Oes analisadas.

Tabela 2. Bioensaios de dose/resposta das proteinas Cryl e Vip3A com lagartas

neonatas de H. virescens.

Toxinas Clsp (ng.cm™) (IC min.-méx.)" b * (EP)*

CrylAa 3.502,90 (1.626,10 — 11.880,00) 1,03*0,16

CrylAc 39,89 (20,65 - 110,14) 1,38+0,22

CrylCa 3.102,30(1.738,70 - 5.514,50) 1,35+0,22

Vip3A(1) 1.649,87 (1.277,11 —2.344,39) 4,07 *0,67

Vip3A(2) 945,77 (725,36 — 1.289,29) 2,36 0,33

Vip3A(3) 874,45 (708,11 - 1.026,38) 3,57 20,68
(IC min.max.)*: Intervalo de confianca (IC 95%); b * (EP)* Coeficiente angular da reta e
Erro Padrao.

A exposicao das lagartas aos tampdes de diluicdo das proteinas Cryl e Vip3A e
a agua destilada, usados como controles negativos ndo causaram mortalidade. Esses
dados demonstram que a mortalidade de H. virescens foi atribuida as toxinas de B.

thuringiensis Cryl e Vip3A.
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5.4. Efeito inseticida sub-letal e sinérgico de B. thuringiensis a H. virescens

Além da determinacao da concentracéo letal (CLsp) verificou-se também o efeito
sinérgico e que quanto maior a concentracdo das proteinas, maior a reducao no peso
das lagartas, o qual foi significativamente inferior a testemunha.

Os valores do peso (Figura 7 e 8) em grupo das lagartas sobreviventes de cada
concentracdo revelam que as proteinas CrylAa, CrylAc, CrylCa, Vip3A(1), Vip3A(2) e
Vip3A(3) quando oferecidas as lagartas de H. virescens em concentracdes inferiores as
concentracdes que causam 50% de mortalidade, reduzem o peso larval e causam
efeitos os quais sdo classificados como sub-letais. Esses dados inferem que essas
lagartas causardo danos inferiores as culturas, pois terdo seu desenvolvimento
retardado. Além disso, estardo mais vulneraveis as acfes de agentes de controle

bioldgico.
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Figura 7. Efeitos sub-letais das proteinas Cryl no peso das Iagartas de H. virescens ap6s cinco
dias de exposicgéo as diferentes concentracdes.
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Figura 8. Efeitos sub-letais das proteinas Vip3A no peso das lagartas de H. virescens apds cinco

dias de exposic¢éo as diferentes concentracdes.

As médias dos pesos diferiram e pode-se observar que CrylAc (Figura 7B) foi a
proteina que se comportou melhor em relacdo ao peso, pois apresentou uma reducao
mais brusca e portanto a mais eficaz em relacdo ao efeito sub-letal. As proteinas
CrylCa (Figura 7C) e a Vip3A(1) (Figura 7A) reduziram 0 peso, porém em
concentracdes mais elevadas, dessa forma foram menos eficientes. As proteinas
CrylAa (Figura 7A), Vip3A(3) (Figura 8F) e Vip3A(2) (Figura 8E), indicaram por meio da
mensuracdo baseada no peso, insetos mais leves e, portanto com atraso no
desenvolvimento.

Além do efeito sub-letal levamos em consideracdo também o efeito sinérgico
entre as proteinas, o qual foi analisado por meio do método de Scott & Knott. As médias
de mortalidade diferiram e obteve-se trés grupos distintos (Tabela 3), sendo que num
dos grupos houve o agrupamento apenas dos controles (agua destilada e tampdes). As
seguintes  combinacbes de proteinas  Vip3A(2)/CrylAa, Vip3A(1)/CrylAa,
Vp3A(1)/CrylAc, Vip3A(2)/CrylAc e Vip3A(3)/CrylAc pertencem a0 mesmo grupo e
nao diferiram entre si na mortalidade. Cabe destacar que dentre estas combinacdes,
obteve-se uma mortalidade de 73% para Vip3A(2)/CrylAa, indicando um efeito
sinérgico, uma vez que foram mais eficientes do que quando sozinhas, apresentando
mortalidade superior a 50%, sugerindo assim, que uma destas combinacdes de
proteinas apresenta potencial para compor uma planta piramidada de algod&o. Assim,
foi observado um efeito sinérgico das proteinas quando combinadas contra H.
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virescens, pois 0 resultado da associacdo foi superior ao uso das proteinas
isoladamente.

Pode-se observar que as proteinas testadas individualmente comprovaram a
CLso encontrada, uma vez que a mortalidade apresentou pouca variagao, ficando em
torno de 50%. Constatou-se também um efeito antagdnico entre as proteinas Vip3A(3)

com Cryl1Ca, pois quando combinadas a mortalidade foi menor do que 50%.

Tabela 3: Resultados de mortalidade referente ao efeito sinérgico entre as proteinas
ndo ativadas. Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem entre

si, pelo teste de Scott & Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Tratamento % Mortalidade

Vip3A(2) + CrylAa 72,92 a
Vip3A(1) + CrylAa 68,75 a
Vip3A(1) + CrylAc 66,67 a
Vip3A(2) + CrylAc 62,50 a
Vip3A(3) + CrylAc 60,41 a

Vip3A(1) 52,08 b
CrylAc 52,08 b
Vip3A(3) 50,00 b
Vip3A(3) + CrylAa 50,00 b
Vip3A(2) 50,00 b
CrylAa 43,75 b
CrylCa 41,67 b

Vip3A(3) + CrylCa 37,50 b
Vip3A(1) + CrylCa 33,33 b
Vip3A(2) + CrylCa 31,25 Db

Tampéo Cry 0,00 c
Tampao Vip 0,00 c
Testemunha 0,00 c

Outro experimento com as proteinas ativadas com tripsina foi avaliado para
verificar se o sinergismo das proteinas em estudo seria diferente, uma vez que elas ja
estdo prontas para se ligarem aos receptores localizados na membrana do intestino. Os

resultados mostraram que as proteinas quando ativadas apresentaram maior
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mortalidade. As meédias de mortalidade diferiram e obteve-se trés grupos distintos
(Tabela 4), sendo que num dos grupos houve o0 agrupamento apenas dos controles
(agua destilada e tampdes).

Assim as melhores combina¢des de proteinas ativadas com tripsina foram
Vip3A(1) + CrylAa, Vip3A(2) + CrylAa, Vip3A(1) + CrylAc e Vip3A(2) + CrylAc as
quais apresentaram mortalidade maior comparadas com as proteinas sem serem
ativadas. Observa-se que as proteinas Vip3A(2) e Vip3A(3) ativadas tiveram
mortalidade acima de 50%, mesmo utilizando a sua CLsy, sendo mais eficientes no

controle do inseto-praga.

Tabela 4: Resultados de mortalidade referente ao efeito sinérgico das proteinas
ativadas com trispsina comercial. Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna

nao diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott, ao nivel de 5% de significancia.

| Tratamento 9% Mortalidade
(ativado com tripsina comercial)

Vip3A(1) + CrylAa 77,08 a
Vip3A(2) + CrylAa 77,08 a
Vip3A(1) + CrylAc 75,00 a
Vip3A(3) 70,83 a

Vip3A(2) 68,75 a

Vip3A(2) + CrylAc 68,75 a
Vip3A(3) + CrylAa 64,58 b
Vip3A(3) + CrylCa 64,58 b
Vip3A(3) + CrylAc 62,50 b
CrylAc 60,42 b

CrylAa 58,33 b

Vip3A(1) + CrylCa 56,25 b
Vip3A(1) 56,25 b

Vip3A(2) + CrylCa 54,17 b
CrylCa 54,17 b

Tampao Cry 0,00 c
Tampéo Vip 0,00 c

Testemunha 0,00 c
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Quando comparadas as proteinas néo ativadas e ativadas, estas diferenciaram
em apenas uma combinagéo, a Vip3A(3) + CrylAc. A combinacdo Vip3A(3) + CrylAc
ativadas pertenceram ao grupo b, ao contrario de quando nao ativadas, mostrando
assim gue nao houve efeito sinérgico, uma vez que nao diferiram de acordo com teste
de Scott & Knott.

As porcentagens de mortalidade das proteinas de B. thuringiensis foram maiores
quando estas foram ativadas com tripsina comercial (Tabela 5), ao contrario das
proteinas sem tripsina, de acordo com a analise de Scott & Knott, sendo que o fator F
desta analise foi significativo (27,19**), comprovando que existe diferenca entre os
tratamentos das proteinas com e sem tripsina comercial. Dessa forma, a efetividade
bioinseticida pode ser aprimorada no controle de insetos-praga inserindo-se 0s genes ja
truncados, ou seja, com a retirada das sequéncias que resultam em aminoacidos
presentes na protoxina, promovendo a expressao da proteina na sua forma de toxina

ativa nas plantas transgénicas.

Tabela 5: Resultados de mortalidade referente ao efeito sinérgico das proteinas com e
sem tripsina comercial. Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna néo

diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Tripsina comercial % Mortalidade

Com 53,82 A
Sem 42,94 B

5.5. Protedlise das protoxinas Cryl e Vip3A de B. thuringiensis

Um estudo da hidrolise das protoxinas foi conduzido para determinar se havia
diferenca na ativagdo destas por enzimas proteoliticas contidas nos extratos do
intestino de H. virescens. As protoxinas Cryl e Vip3A foram incubadas com extratos do

intestino, e os produtos foram analisados por SDS-PAGE (Figura 9). As protoxinas Cryl
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foram digeridas passando de 135 kDa para aproximadamente 72 kDa e Vip3A de 85
kDa para aproximadamente 60 kDa. O mesmo foi observado para as protoxinas
ativadas com tripsina comercial. A maior parte do processo de ativacao foi observada a
ocorrer dentro de 15 min de incubacéo.

Dessa forma, os resultados das andlises in vitro das proteinas digestivas
presentes no intestino do inseto em estudo, indicam que o contetdo digestivo de H.

virescens atua na ativacao da proteina, tal qual a tripsina comercial.

1 2 3 4 1 2 3 4
250kDa —
135kDa [ — 250kD
135kD
95kDa
’ 95kDa
72kDa -—
52kDa »
52kDa v -
42kDa £ .
42kDa -
34kDa 34kDa

Figura 9: Ativacdo proteolitica de Cryl (A - canaleta 2) e Vip3A (B - canaleta 2), por

suco intestinal de H. virescens (canaleta 3) e com tripsina comercial (canaleta 4).
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VI. DISCUSSAO

O uso destes clones permitiu a expressao dos genes CrylAa, CrylAc, CrylCa,
Vip3A(1), Vip3A(2) e Vip3A(3) de B. thuringiensis em E.coli e a toxicidade das proteinas
codificadas foi testada frente a lagarta de insetos-praga da ordem Lepidoptera, H.
virescens, confirmando a acao efetiva das proteinas Cryl e Vip3A, que foram toxicas ao
inseto em estudo. Genes cry de B. thuringiensis vém sendo isolados e clonados em E.
coli ou em B. thuringiensis mutantes para genes cry por varios pesquisadores
(HERNANDEZ-MARTINEZ et al. 2008) como também os genes vip3 (SENA et al. 2009;
ABDELKEFI-MESRATI et al. 2011), responsaveis pela expressao de proteinas
altamente toxicas a um amplo espectro de insetos da ordem Lepidoptera.

A obtencédo das proteinas Cryl e Vip3A foram confirmadas por meio da técnica
SDS-PAGE (Figura 3) e estas, apds quantificadas, foram utilizadas nos bioensaios para
determinar a CLso respectiva de cada proteina (Tabela 2). O emprego do bioensaio &
uma estratégia importante para definir a toxicidade de uma proteina de B. thuringiensis
e, dessa forma, selecionar a proteina com maior efetividade para o controle de insetos.
Assim, nas andlises dos bioensaios quantitativos realizados, cada proteina se
comportou de uma maneira em relagédo a toxicidade, sendo a proteina CrylAc a mais
toxica para este estudo.

Avaliando a mortalidade de H. virescens, JURAT-FUENTES & ADANG (2001)
relataram a CLso para as toxinas purificadas CrylAa e CrylAc, sendo estas 5,0 ng.cm™
e 0,5 ng.cm? respectivamente, e também obtiveram resultados elevados,
semelhantemente encontrado no presente trabalho, para a proteina CrylEa (CLsg
>9000 ng.cm™). VAN RIE et al. (1989) também obtiveram resultados contrastantes, ao
avaliarem a proteina CrylAa, obtendo uma CLsp 10 vezes menos toxica do que a
encontrada por JURAT-FUENTES & ADANG (2001).

A suscetibilidade a proteina CrylAc em popula¢des de H. virescens coletadas
nas principais regiées produtoras de algodédo no Brasil nas safras agricolas 2007/08 e

2008/09 foi avaliada e as concetragfes letais médias (CLsp) das populacdes avaliadas
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variaram de 0,18 a 0,66 ul de CrylAc/ml dieta sendo este resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho para CrylAc (ALBERNAZ, 2011).

O resultado deste trabalho corrobora os resultados obtidos por VAN RIE et al.
(1990), que estudaram as proteinas CrylAa e CrylC em relacdo a H. virescens e
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) (Boisduval). Para CrylAa encontraram
CLso de 157 ng.cm™ e valores maiores que 1350 ng.cm™ para H. virescens e S. littoralis,
respectivamente, enquanto a ClLsy da toxina CrylC foi maior do que a maior
concentracdo testada (2700 ng.cm™) em H. virescens.

FORCADA et al. (1999) estudaram a CLso em trés linhagens de H. virescens:
parental suscetivel (CPN) e duas linhagens resistentes a Bt (CPN'CP73-3 e KCB). Os
resultados mostraram que a linhagem KCB (11487,00 ng.cm™) foi 400 vezes mais
resistente & toxina CrylAc do que a CPN (28,23 ng.cm); CPN'CP73-3 (542,90 ng.cm™)
foi apenas cerca de 20 vezes mais resistentes, enquanto que a CP73-3(2277,13 ng.cm’
%) foi cerca de 80 vezes mais resistente.

Os resultados da CLsp para as proteinas Vip3A foram menores do que os
encontrados para CrylAa e CrylCa, mostrando neste trabalho ser mais efetivas quando
comparadas. JACKSON et al. (2007) estudaram o impacto da toxina Vip3A sobre a
mortalidade de populagbes de H. viresens que tém diferentes mecanismos e niveis de
resisténcia & CrylAc e determinaram a CLsy entre 158 e 243 ng.cm™, mostrando que
estas populagdes foram igualmente suscetiveis a toxina Vip3A. ALI & LUTTRELL (2011)
relataram estudos com populacdes de campo e de laboratorio de H. zea e H. virescens,
as principais pragas do algodao provenientes de sete estados dos EUA, expostas a
Vip3A, de 2004 a 2008. Os autores constataram CLsy entre 19 a 97 ng.cm™ e 40,7 a
109 ng.cm™, respectivamente, sendo que as populacdes de campo foram, em média,
mais suscetiveis do que coldnias de laboratério.

As diferencas nos valores de CLsy encontradas entre os trabalhos analisados e
os resultados obtidos no presente trabalho podem estar relacionadas com a diversidade
de populacdes da praga H. virescens no ambito mundial, além de elucidar uma possivel
populagéo resistente. No estudo realizado por JURAT-FUENTES & ADANG (2001), os

autores utilizaram insetos-praga da localidade de Louisiana, EUA.
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A variacao da eficiéncia no controle de H. virescens pode ser explicada por uma
série de fatores ligados ao modo de acao desta bactéria, principalmente pela liga¢éo da
toxina ativada a receptores no epitélio intestinal, sendo que, este fator é determinante
no desenvolvimento da doencga no inseto-alvo (POLANCZKY & ALVES, 2003). Podem
também estar relacionadas com a forma de criacao das lagartas utilizadas e oscilacdes
naturais da susceptibilidade das populacdes de insetos utilizadas nos bioensaios
(WIRTH et al. 2004).

Resultados relacionados a resisténcia de populacao foram relatados por JURAT-
FUENTES et al. (2002). Toxinas foram testadas em populacdes suscetiveis e
resistentes de H. virescens e 0s autores observaram que as toxinas eram mais ativas
contra lagartas suscetiveis do que para as resistentes. Nestes bioensaios nao
observaram qualquer mortalidade, mesmo com concentracdes elevadas de CrylAa,
CrylAb e CrylFa para as lagartas resistentes. Nenhuma mortalidade foi observada
para as lagartas resistentes com 2 mg.mi* de toxina de CrylAc, ao contréario do
encontrado por LEE et al. (1995), os quais relataram uma CLsyde 0,5 mg.ml™. Segundo
0S autores, esta € uma evidéncia que sugere que houve um aumento na resisténcia
apos a selegdo da populacdo em laboratério.

Essas toxinas de B. thuringiensis tém sido empregadas com sucesso nos ultimos
anos para controlar os mais importantes insetos-praga agricolas, mas nem todos o0s
insetos séo alvos de toxinas Cry e prevé-se que a resisténcia de insetos a estas toxinas
se tornardo mais frequentes nos préximos anos. Assim, a atividade de toxinas Cry pode
ser melhorada por meio da adi¢&o de inibidores de serina protease, quitinases, toxinas
Cyt, um fragmento do receptor caderina contendo um sitio de ligacdo da toxina e
principalmente uma proteina Vip, a qual tem sitio de ligacdo diferente das Cry,
auxiliando no manejo da resisténcia (PARDO-LOPEZ et al. 2009).

Com o intuito de retardar a evolugéo da resisténcia as toxinas de B. thuringiensis,
uma estratégia € a producdo de plantas piramidadas. Esta estratégia baseia-se no
pressuposto de que a evolucdo simultanea de resisténcia as toxinas que tém diferentes
modos de acdo sera dificil para os insetos-praga. Segundo DOSS et al. (2002) as

diferentes atividades das proteinas Vip3 podem ser devidas as alteragcdes nos
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aminoacidos, ou a outros fatores como a sensibilidade dos insetos geograficamente
distintos, e ainda diferenca nos estagios larvais utilizados para ensaios de toxicidade.
Dessa forma, uma combinacdo ideal seria proteinas Cry com Vip, uma vez que
apresentam sitios de ligacao distintos na membrana do intestino dos insetos.

Tendo em vista os casos freqientes de resisténcia, uma das formas de se
maneja-la em populacdes de campo € a utilizagdo de novas combinacfes de proteinas
de B. thuringiensis que apresentem perfis diferenciados quanto ao contetdo de genes
cry e vip, como os encontrados neste estudo.

Segundo PRACA et al. (2004), a toxicidade de alguns isolados a insetos-alvo
pode ocorrer por causa das interacdes sinergisticas entre as toxinas de B. thuringiensis
encontradas, ou mesmo pela interacdo destas com os esporos, concordando com 0s
nossos resultados.

Dessa forma, avaliamos o efeito inseticida sinérgico entre as proteinas. Pode-se
constatar um efeito sinérgico entre as proteinas estudadas, uma vez que foram mais
eficientes quando combinadas duas a duas (Cry+Vip) do que quando sozinhas,
apresentando mortalidade superior a 50%, sugerindo assim, que uma destas
combinacgfes de proteinas apresenta potencial para compor uma planta piramidada de
algoddo. Observamos também que as proteinas ativadas com tripsina comercial
apresentaram maior porcentagem de mortalidade, podendo entdo serem inseridas
desta forma na planta transgénica.

Um dos elementos-chave no modo de acdo da toxina Bt é a sua ligacdo ao
receptor especifico na superficie da membrana epitelial do intestino médio. Em estudos
in vitro BBMV, com H. virescens suscetiveis e resistentes, tém sido observado
alteracbes nas propriedades de ligagdo ao receptor em populagdes resistentes (LEE et
al. 1995; JURAT-FUENTES et al. 2004) indicando que a ligagédo do receptor é um fator
critico no desenvolvimento de resisténcia. Foi detectado trés sitios de ligacdo para H.
virescens, o sitio A, com a proteina caderina como elemento chave (JURAT-FUENTES
et al. 2004), que é reconhecido por CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylF e CrylJ; o sitio B

por sua vez sendo reconhecido pelo CrylAb e CrylAc, e por fim o sitio de ligagdo C
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que € reconhecido apenas pelo CrylAc (VAN RIE et al. 1989; JURAT-FUENTES &
ADANG, 2001).

Para comprovar que toxinas Cry e Vip ndo competem entre si pelo mesmo sitio
de ligacdo, LEE et al. (2006) analisaram a resisténcia cruzada entre Vip3A e CrylAc
disponiveis comercialmente. Ensaios de competicdo de ligacdo BBMV de homdlogos e
heterélogos com H. virescens foram realizados para demonstrar as relacdes dos sitios
de ligacdo entre estas toxinas. Constataram que quantidades excessivas de toxina
CrylAc ndo inibem a ligacdo da toxina Vip3A, indicando que CrylAc nao se liga aos
sitios de Vip3A. A falta de resisténcia cruzada entre CrylAc e Vip3A € provavelmente
devido a diferencas nas sequéncias de aminoacidos (ESTRUCH et al. 1996). Esta falta
de ligacao de Vip3A a todos os receptores CrylAc conhecida corrobora este trabalho,
visto que a toxina CrylAc combinada com as Vip3A atuou em sinergismo.

A construcdo de plantas piramidadas de algodao, com mais de um transgene de
B. thuringiensis, diminuem as chances das populacdes de inseto se tornarem
resistentes e, portanto, as combinagfes sugeridas por este trabalho apresentam
potencial para obtencdo de novos eventos de algodao geneticamente modificado, além
de incentivar novas investigacdes sobre ensaios de competéncia com as proteinas
estudadas por meio da técnica de BBMV.

Nas avaliacbes de patogenicidade das proteinas que apresentaram uma
efetividade inferior, devem ser considerados outros parametros. Um efeito sub-letal
poderia mostrar uma eficiéncia de controle, prejudicando o desenvolvimento das
lagartas, afetando a emergéncia destas e, a malformacédo ou a fecundidade das fémeas
poderia também ser afetada. Segundo GORE et al. (2005), em larvas de H. zea e H.
virescens alimentadas com dietas constituindo concentracbes de proteinas CrylAc e
Cry2Ab, observaram atraso no desenvolvimento larval, em dosagens elevadas.

Dessa forma, além da determinacdo da concentracdo letal (CLso) e do efeito
sinérgico, verificou-se também que as proteinas CrylAc, CrylCa e Vip3A(2)
promoveram a reducdo no peso das lagartas que foi significativamente inferior a

testemunha.
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Segundo JURAT-FUENTES et al. (2002), embora ndo tenha sido encontrada
mortalidade com as toxinas testadas, estas causaram diminuicdo no crescimento das
lagartas resistentes. MASCARENHAS & LUTTRELL (1997) também observaram
reducdo no peso de lagartas de H. zea alimentadas com algodao Bt, expressando a
endotoxina CrylA de B. thuringiensis, em comparacdo aos insetos alimentados com
uma cultivar convencional de algodéo.

Resultados similares foram encontrados por EIZAGUIRRE et al. (2005), ao
avaliarem o efeito sub-letal de B. thuringiensis sobre o desenvolvimento larval de
Sesamia nonagrioides (Lepidoptera: Noctuidae) (Lefévbre) e por POLANCZYK &
ALVES (2005) ao verificarem o efeito sub-letal de alguns isolados de B. thuringiensis a
lagartas de S. frugiperda.

Outra andlise realizada foi a de protedlise para verificar a ativagdo das proteinas
no suco do intestino de H. virescens, pois esta etapa em que as protoxinas sao ativadas
passando para toxinas & importante, visto que, ap0s esta etapa ocorre a ligacdo das
toxinas aos receptores do intestino promovendo a formacéo de poros e morte do inseto.
Os resultados de digestdo in vitro observados por meio da técnica SDS-PAGE
mostraram que as enzimas do intestino médio do inseto-praga em estudo sao capazes
de ativar as proteinas Cryl e Vip3A.

Outros trabalhos também reportaram a atividade proteolitica do intestino médio
de H. virescens e seu possivel papel no desenvolvimento de resisténcia as proteinas Bt.
(FORCADA et al. 1996). Os perfis eletroforéticos de extratos do intestino médio de uma
linhagem suscetivel e de uma resistente de H. virescens e sua capacidade de degradar
toxinas Bt foram comparados. Os resultados de digestdo in vitro corroboram 0s nossos
resultados, uma vez que mostraram que as enzimas do intestino médio de ambas as
linhagens sdo capazes de processar e degradar as proteinas Bt e observaram também
que as duas cepas tém a mesma atividade proteolitica.

LEE et al.(2006) observaram que a toxina Vip3A (88 kDa) é processada para um
fragmento de 62 kDa in vivo na digestdo no intestino médio de Lepidoptera, em

digestdo in vitro com tripsina e com suco do intestino. Estudaram também a protoxina
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CrylAc (130 kDa) e verificaram que pode ser facilmente ativada tanto com tripsina
como com extratos do suco intestinal de lepidépteros a 65 kDa.

Resultados similares foi obtido por (KARUMBAIAH et al. 2007) que realizaram
um estudo da hidrélise da protoxina, o qual foi conduzido para determinar se havia
diferencas na ativacao da protoxina por extratos do intestino de diferentes linhagens de
H. virescens. A protoxina CrylAc foi incubada com extratos do intestino por diferentes
periodos, e os produtos foram analisados por SDS-PAGE, constatando sua ativacao.

ABDELKEFI-MESRATI et al. (2011) verificaram a ativacao proteolitica de
Vip3A16, 90kDa, a um fragmento de aproximadamente 63kDa por meio da agédo do
suco do intestino de S. littoralis e também por tripsina. Esses dados confirmam que o
primeiro passo da atividade inseticida foi realizado e corroboram os resultados
encontrados neste trabalho para ativacdo das protoxinas.

Segundo LEE et al. (2003), a etapa de protedlise é importante para a ativacao de
Vip3A, uma vez que Vip3A nao transformado € incapaz de formar poros in vitro. Eles
observaram que ocorreu protedlise da toxina Vip3A por proteases do intestino de
lepidopteros e da tripsina, sendo observado uma ativacdo de Vip3A (88 kDa) para uma
forma de aproximadamente 62 kDa, mas sozinha, a ativagdo da toxina ndo € um fator
determinante para a especificidade de insetos, uma vez que a protoxina Vip3A pode ser
processada pela acdo do suco intestinal de insetos ndo suscetiveis como O. nubilalis
(YU et al. 1997).

Portanto, as diferencas observadas em relacdo a ClLsp e efeito sinérgico das
proteinas em estudo, sugerem envolvimento direto de proteases na resisténcia
observada e mostram que s6 a protedlise ndo € um fator determinante para a atividade
inseticida, mas que esta etapa de selecéo in vitro da ativacdo das proteinas, a qual
antecede 0s ensaios in vivo com insetos alvo, tem mostrado resultados satisfatorios e,
assim, impulsionando mais estudos.

A biotecnologia possibilita que genes, isolados de B. thuringiensis, que codificam
proteinas com propriedades inseticidas possam expressar adequadamente em plantas,
para o controle de insetos-pragas em grandes culturas. A construgcdo de plantas

piramidadas de algoddo, com mais de um transgene de B. thuringiensis, diminuem as
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chances do inseto se tornar resistente e, portanto, nossos resultados incentivam novas
investigacdes sobre ensaios de competéncia com as proteinas estudadas neste
trabalho por meio da técnica de BBMV. Tais estudos podem levar ao conhecimento de

novas proteinas com potencial inseticida promissor no controle de insetos.
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VII. CONCLUSAO

Os estudos conduzidos neste trabalho mostraram que as proteinas
entomopatogénicas de B. thuringiensis atuam de forma diferenciada em H. virescens,
evidenciando que as proteinas CrylAc, Vip3A(2) e Vip3A(3) quando testadas
isoladamente, foram as mais eficientes.

A analise do efeito inseticida sinérgico demonstrou que as melhores
combinacbes de proteinas ativadas ou ndo com tripsina comercial foram:
Vip3A(2)/CrylAa, Vip3A(1)/CrylAa, Vip3A(1)/CrylAc, e Vip3A(2)/CrylAc. Estas
combinacdes representam alternativas ao manejo da resisténcia no controle biolégico
de H. virescens, com a producéo de novas plantas piramidadas de algodéao.

Todas as proteinas reduziram o peso das lagartas afetando o seu
desenvolvimento e, por fim, a analise de protedlise apontou que todas as proteinas sao
ativadas pelas enzimas presentes no suco do intestino de H. virescens, tal como a
tripsina comercial, ndo sendo, portanto, esta a razdo de se obter baixa mortalidade para

algumas das toxinas testadas sem prévia ativacao.
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