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EFEITOS DA INTERACAO E TOXICIDADE DAS PROTEINAS CRY1 E VIP3Aa DE
Bacillus thuringiensis, Berliner EM SPODOPTERA FRUGIPERDA (J. E. Smith)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - A bactéria Bacillus thuringiensis € conhecida como uma das
melhores opc¢des no controle biolégico de pragas devido a agcdo entomopatogénica e
especificidade de suas proteinas. As proteinas Vip3, que sdo secretadas durante o
crescimento vegetativo de B. thuringiensis e Cryl, que sao produzidas durante a
fase de esporulacdo, atuam no controle de importantes pragas de lepidopteros. Um
dos principais riscos ambientais associados a utilizacdo de inseticidas é o potencial
para o desenvolvimento de graus crescentes de resisténcia pelas pragas alvo. O uso
de diferentes proteinas entomopatogénica produzidos por B. thuringiensis, bem
como o0s estudos que envolvem suas interacbfes podem ajudar a superar o0
desenvolvimento de pragas resistentes. As proteinas utilizadas neste estudo foram
preparadas a partir de estirpes recombinantes de Escherichia coli que expressam
uma unica toxina. Para a expressao das proteinas Cryl células recombinantes foram
inoculadas em meio TB com ampicilina e incubadas por 60 h a 28 °C. Enquanto que
para a expressao de Vip3Aa o inéculo foi feito em meio LB (2x) e ampicilina, e
induzidas com IPTG durante a incubagcdo por 12 h sob agitacdo de 190 rpm,
mantidas a 37 °C. As proteinas foram ativadas utilizando 10% de tripsina comercial,
e visualizadas em gel SDS-PAGE 12%. Os bioensaios foram realizados com dieta
artificial semissolidas artificial adicionadas em bandejas de poliestireno de 128 pocos
de 1 cm de diametro. Cinquenta microlitros das toxinas ativadas foram espalhados
sobre a superficie da dieta artificial e para cada concentracdo de proteina foram
reproduzidos 4 repeticdes. Dezesseis lagartas no primeiro instar de Spodoptera
frugiperda foram utilizadas para a adicdo de um total de 64 larvas para cada
concentracdo de proteina. Os bioensaios de interacdo de proteina revelou que a
Unica combinacdo entre as proteinas Cryl e Vip3Aa que apresentou interacao
sinérgica foi a que envolve Vip3Aa + CrylAb para larvas de S. frugiperda.

Palavras—chave: Proteina entomopatogénica, controle biolégico, manejo de

resisténcia.



ABSTRACT - Bacillus thuringiensis is kwon as one of the best options for
biological control of pests due to the entomophotogenic and specific action of some
of its proteins. The Vip3 proteins, that are secreted during the vegetative growth of
B. thuringiensis and Cryl, which are produced during the sporulation phase, act
controlling important lepidopteran pests. One of the most important environmental
risks associated to the use of insecticides is the potential for the development of
increasing degrees of resistance by the target pests. The use of different
entomopathogenic proteins produced by B. thuringiensis, as well as the studies
involving their interactions might help overcoming the development of resistant pests.
The proteins used in this study were prepared from recombinant Escherichia coli
strains expressing a sole toxin. For the expression of the Cryl proteins, the
recombinant cells were inoculated in TB broth containing ampicillin and incubated at
28°C during 60 h. While for the expression of the Vip3Aa protein the culture was
made using LB 2X broth also containing ampicillin and induced with IPTG during
incubation for 12 h at 190 rpm kept at 37°C. The proteins were activated using 10%
commercial trypsin, and observed on 12% SDS-PAGE gels. The bioassays were
carried out using artificial semi-solid diet added to polystyrene trays with 128 wells
measuring 1 cm of diameter. Fifty microliters of activated toxins were spread over the
surface of the artificial diet contained wells and for each protein concentration, four
repetitions were reproduced. Sixteen Spodoptera frugiperda first instar larvae were
used adding to a total of 64 larvae for each protein concentration. The protein
interaction bioassays revealed that the Cryl and Vip3Aa only combination that
presented synergistic interaction was that involving Vip3Aa and CrylAb towards S.
frugiperda larvae.

Keywords: proteins entomopathogenic, biological control, resistance

magement



1. Introducéo

O complexo de espécies do género Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae)
apresenta alto potencial de dano em varias plantas cultivadas. Esses insetos atacam
as culturas de milho, algodao e soja e tém aparecido com frequéncia em mamona,
sorgo, tomate e em culturas frutiferas, causando prejuizos significativos para a
alimentacao diferentes 6rgaos das plantas (NORA et al., 1989. BAVARESCO et al.,
2003;. SANTOS, 2007). No Brasil, Spodoptera frugiperda (Smith) é considerada uma
praga primaria em milho e algodao (Santos, 1997, 2007; Silvie et al., 2001.) Entre as
alternativas de controle disponiveis para diminuir problemas de impacto ambiental
estd o controle biolégico de pragas, usando bactérias, fungos, virus e outros
organismos com tais habilidades.

Produtos a base de Bacillus thuringiensis tém sido utilizados ha mais de 60
anos e proporcionam inumeras vantagens, tais como especificidade ao inseto-alvo,
efeito ndo poluente ao ambiente e inocuidade a mamiferos e vertebrados
(MONNERAT & BRAVO, 2000; CARDENAS et al., 2001). As células de B.
thuringiensis (Bt) produzem proteinas entomopatogénicas durante a fase vegetativa
de crescimento (proteinas inseticidas vegetativas - Vip) e na fase de esporulagéo
(proteinas cristal - Cry). Ambas as categorias de proteinas sédo classificadas e
denominadas de acordo com sua semelhanca ao nivel de sequéncias de
aminoacidos (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/).

A atividade toxica das proteinas Cry da bactéria B. thuringiensis esta ligada a
trés dominios conservados (WU et al., 2007). De acordo com o novo modelo de
acao das proteinas Cry, tanto a regido do dominio Il como a do dominio Ill estdo
envolvidas no processo de reconhecimento e ligacdo das proteinas aos receptores
de membrana, existentes nas microvilosidades do intestino das larvas dos insetos, e
sdo responsaveis pela especificidade (BRAVO et al., 2007).

A toxicidade das proteinas Cry estava associada ao componente N-terminal,
enquanto que o componente C-terminal determinava a formacdo da estrutura do
cristal (LI et al., 1991).


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/

Genes cryl codificam proteinas de aproximadamente 130 kDa que séo
agrupadas durante a esporulagdo. Estas proteinas sao sintetizadas como protoxinas
gue sao dissolvidas em meio alcalino no intestino do inseto e s&o ativadas por
protedlise de toxinas, a proteina quando ativada perde metade do seu tamanho
normal, neste caso cerca de 65 kDa. Essa ativacao proteolitica pode ser realizada in
vitro, utilizando uma variedade de proteases.

A grande maioria dos genes cry conhecidos pertence ao grupo cryl, e estes
sdo certamente os mais estudados. Tém sido relatados, até agora, 730 genes cry
diferentes, dos quais, 254 séo de genes cryl
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). Estes genes foram os
primeiros a serem caracterizados, bem como inseridos em plantas geneticamente
modificadas (SAUKA & BENINTENDE, 2008).

Outra vantagem proporcionada por essa bactéria é o desenvolvimento de
plantas transgénicas expressando genes codificadores de proteinas Cry e mais
recentemente proteinas Vip. As toxinas produzidas por Bt s&do efetivas contra
algumas das principais pragas de insetos, e ndo causa danos as pessoas e outros
organismos.

Desse modo, as plantas transgénicas constituem-se em mais uma alternativa
com grande potencial de protecdo contra os ataques de insetos-praga. A primeira
geracdo de plantas Bt comercializadas foram as que produziam uma Unica toxina,
pertencente a familia CrylA para controlar larvas das principais pragas de
lepidopteros (PERLAK et al., 2001). Uma das desvantagens da utilizacdo de genes
da bactéria entomopatogénica B. thuringiensis em plantas € o aparecimento de
insetos pragas resistentes as toxinas. Muitos insetos foram selecionados para
resisténcia a toxina Bt no laboratério e, algumas populacdes, a toxinas Bt em campo
(TABASHNIK et al., 2011).

Tabashnik et al. (2008) relataram um caso de resisténcia em campos de uma
populacdo de Helicoverpa zea a toxina CrylAc produzida por um algodao
transgénico nos EUA. Store et al. (2010) relataram uma populacéo de S. frugiperda
resistente a proteina CrylF expressa em milho transgénico em Porto Rico, e
Diabrotica virgifera virgifira Le Conte a proteina CrylBbl expressa em milho nos
EUA (GASSMANN et al., 2011).


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/

Duas etapas no modo de acdo das proteinas Cry sdo consideradas
importantes na toxicidade contra larvas suscetiveis: a alteracdo da ativacao
proteolitica da protoxina, e a perda da ligacdo dessa proteina a receptores
localizados na membrana do intestino médio das larvas de insetos (FERRE et al.,
2008).

A expressdo simultdnea de toxinas Bt com multiplos modos de acédo
alternativos tem sido proposta como a melhor estratégia para retardar a evolugcédo da
resisténcia a plantas Bt (ZHAO et al., 2003).



2. Objetivos

Analisar a toxicidade das proteinas ativadas CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylCa, CrylEa e Vip3Aa de B. thuringiensis, frente as populacbes de Spodoptera
frugiperda por meio de bioensaios;

Determinar a CLsp e CLgo das proteinas mais eficientes no controle de lagartas
de S. frugiperda,

Analisar o efeito da interacdo entre as proteinas Cryl mais eficientes contra

S. frugiperda com a proteina Vip3Aa.



3. Revisao de literatura

3.1 Spodoptera frugiperda: Caracteristicas gerais e controle.

A lagarta-do-cartucho, lagarta-dos-milharais ou lagarta militar (Spodoptera
frugiperda), é uma praga amplamente distribuida nas Américas. No Brasil, em todas
as regides do territério nacional pode-se encontrar este inseto (MIRANDA &
SUASSUNA, 2004). Além disso, adapta-se facilmente a diferentes latitudes e
longitudes e possui excelente fecundidade (LABRADOR, 1967). S. frugiperda possui
metamorfose completa; seu ovo € de coloracéo verde-clara logo apés a oviposicao,
passando a alaranjada apos 12 ou 15 horas de desenvolvimento. Proximos a
eclosdo, os ovos tornam-se escuros, devendo-se isso a cabeca negra da larva
(CRUZ, 1995). A oviposicdo pelo inseto adulto (mariposa) € feita geralmente em
massas de ovos (posturas), com meédia entre 100 a 250 ovos, 0s quais séo
sobrepostos (CRUZ, 1995). Cada fémea pode depositar no maximo treze posturas,
sendo que, em um dia, um individuo pode depositar oito posturas; a duracado dessa
fase € de trés dias a temperatura de 25 °C (CRUZ, 1995). As larvas inicialmente séo
esbranquicadas, passando por coloracbes escuras até quase negras (LUGINBILL,
1928). Alimentam-se, inicialmente, do corio do ovo e, ao encontrarem alimento,
raspam os tecidos das folhas mais jovens (LEIDERMAN & SAUER, 1953). As larvas
tecem fios de seda usados como meio de dispersdo e/ou escape de inimigos
naturais. Essa habilidade € perdida ap6s o primeiro instar larval, aproximadamente
dois dias apos a eclosédo (CRUZ, 1995).

Na fase larval ocorrem seis instares e a duragcédo de cada instar depende da
temperatura; quanto maior a temperatura, menor o ciclo larval (CRUZ, 1995). Na
planta de milho, a fase larval varia de 12 a 30 dias e ocorre dentro do cartucho da
planta, local onde é encontrada somente uma lagarta desenvolvida devido ao habito
canibal (LUGINBILL, 1928). Ao completar seu desenvolvimento, a lagarta deixa a
planta, dirigindo-se para o solo, onde se transforma em pupa. Esta possui cerca de
15 mm de comprimento e coloracdo avermelhada até quase preta, tendo esta fase
de 10 a 12 dias de duracdo. O adulto mede cerca de 35 mm de envergadura e 15

mm de comprimento, com coloragéo cinza. Ocorre dimorfismo sexual nesta espécie,



sendo que o macho possui manchas mais claras nas asas anteriores. Machos e
fémeas possuem as asas posteriores de coloracdo clara, circundadas por linhas
marrons. A longevidade do adulto é cerca de 12 dias e & a partir do terceiro ou
quarto dia, apds a emergéncia da fémea, que se da a oviposi¢ao. O ciclo completo
de desenvolvimento do inseto, desde ovo até adulto, dura aproximadamente 30 dias
(CRUZ, 1995).

S. frugiperda é uma praga que se alimenta de um grande numero de
hospedeiros (LUGINBILL, 1928). Ainda que apresente preferéncia alimentar por
plantas da familia Poaceae como milho, milheto, trigo, sorgo, arroz e cana-de-
acucar, também ataca plantas de outras familias botanicas como alfafa, feijao,
amendoim, batata, batata doce, repolho, espinafre, tomate, couve, ab6bora, soja e
algodoeiro (SILVA et al., 1968; ALI et al., 1989; CRUZ, 1995; BARLOW & KUHAR,
2005) acelga, alcachofra, alface, almeir&o, berinjela, cebola, chicoria, maracujazeiro,
meloeiro, pessegueiro, pimentdo e quiabo (SILVA et al., 1968).

Este inseto € de dificil controle devido a sua ampla gama de hospedeiros e
sua grande capacidade de dispersao durante o periodo de cultivo (KNIPLING, 1980).
A lagarta-do-cartucho é controlada basicamente com inseticidas quimicos. A
utilizacédo abusiva destes produtos tem trazido varios problemas. Estes decorrem da
falta de especificidade destes produtos, que leva a eliminacédo de muitos insetos nao
alvos, da sua toxicidade para a espécie humana e animais domeésticos, do rapido
aparecimento de resisténcia dos insetos e do seu acumulo no meio ambiente,
ocasionando sérios problemas de poluicdo (PFEIFER & GRIGEIATTI, 1996). O uso
mais comum € dos inseticidas pertencentes ao grupo dos reguladores de
crescimento (GRUTZMACHER et al.,, 2000), que atua na sintese de quitina,
alterando o processo de ecdise (GALLO et al., 2002). Esses inseticidas possuem
alta especificidade, além de apresentarem baixa toxicidade para mamiferos
(SCHROEDER & SUTTON, 1978). Atuam também sobre os adultos, que se
contaminam ao se alimentarem provocando sua esterilidade, e reduzindo sua
fecundidade e afetando a viabilidade dos ovos (AVILA & NAKAMO, 1999).

Dentre as dificuldades de controle deste inseto, destacam-se a localizacdo da
lagarta dentro do cartucho e a decisdo do método de controle baseado nos sintomas

externos das folhas perfuradas, os quais ndo comprovam a presenca do inseto no



interior do cartucho (GALLO et al., 2002). Além disso, existem casos de relatos de
evolucao da resisténcia desta praga aos inseticidas quimicos, (DIEZ-RODRIGUES &
OMOTO, 2001), mostrando que este tipo de controle apresenta também sérias
limitagBes praticas.

Segundo Cruz & Bianco (2001), o controle com inseticidas via pulverizacao
torna-se pouco efetivo em plantulas devido a reduzida area foliar, dificultando a
retencdo do produto nas folhas e diminuindo o seu poder de acdo residual. A
utilizagdo de produtos sistémicos via tratamento de sementes, nesse caso, tem-se
constituido em alternativa viavel.

Buscando um controle mais eficiente, ndo poluente e especifico a S.
frugiperda, iniciou-se estudos utilizando B. thuringiensis. Embora estudos iniciais
fossem considerados pouco eficientes no controle desta praga, atualmente, no Brasil
e em outros paises, muitas pesquisas tém demonstrado o potencial do controle
biologico por meio de B. thuringiensis (VALICENTE et al., 1995; SILVA-WERNECK
et al., 2000).

3.2 Bacillus thuringiensis

A historia dessa bactéria possui mais de um século (BERLINER, 1915) e foi
descrita pela primeira vez por Berliner (1911) quando este pesquisador isolou o
bacilo da lagarta Anagasta kuehniella, uma mariposa que se desenvolve na farinha
de trigo. ApOs essa descoberta, Berliner nomeou-o de Bacillus thuringensis em
homenagem a provincia alema de Thuringia. Embora esta tenha sido a primeira
descricdo, ndo foi o primeiro isolamento. Em 1901, um bidlogo japonés, S. ishiwata
isolou a bactéria como o agente causal da doenca do bicho-da-seda, Bombyx mori,
quando a mesma ja estava morta e foi denominada como “sotto-diasease”
(ISHAWATA,1901). Em 1908 Iwabuchiu denominou esta bactéria de Bacillus sotto
ishiwata, que mais tarde, foi determinado como nome invalido, e o nome mais
recente, Bacillus thuringensis, foi mantido, (GLARE & O CALLAGHAM, 2000). A

partir desta descoberta, o bacilo foi isolado por outros pesquisadores



(MATTES,1927; OHBA,1984). Ap6s aquele evento, a primeira tentativa de teste de
campo envolvendo a bactéria B. thurngiensis foi conduzida por Husz (1929), através
de um programa internacional de controle da lagarta européia do milho, Ostrinia
nubialis, em que se obtiveram resultados promissores. A partir dai, a bactéria B.
thuringiensis foi considerada, pela industria, como o primeiro entomopatégeno a ser
amplamente explorado como agente de controle biolégico (HALL,1967). A producédo
comercial da bactéria B. thuringiensis teve inicio na Franga, quando foi lancada no
mercado, em 1938, com um produto denominado Sporeine (LAMBERT &
PEFEROEN, 1992). No inicio de 1950, o interesse pela utilizacdo deste patdgeno
aumentou nos Estados Unidos, principalmente para o controle de lepidopteros
(BEEGLE & YAMAMOTO, 1992). No inicio da década de 1970, j& haviam varios
produtos para o controle de Lepidoptera, e a descoberta da variedade israelensis,
ativa sobre larvas de dipteros, revolucionou o controle de insetos vetores de
doencas, particularmente dos géneros Aedes, Culex, Anopheles e Simulium. Em
1983, outra variedade letal para larvas de Coleoptera, chamado de B. thuringiensis
variedade tenebrionis, foi descoberto. Posteriormente, variedades tOxicas a
nematoides e acaros foram encontradas, embora nao sejam ainda utilizadas
comercialmente (GLARE & O"CALLAGHAM, 2000). Devido a esta caracteristica de
especificidade ao inseto-praga, ndo tendo efeito sobre muitos dos inimigos naturais,
€ muito estudada como agente de controle biolégico (HALL, 1967).

O desenvolvimento da bactéria B. thuringiensis, faz-se em meios artificiais
simples na presenca de oxigénio, e em ambiente com certas restricdbes, como
auséncia de nutrientes, e esse bacilo entra em processo de esporulacéo, produzindo
uma grande quantidade de proteina com atividade inseticida. Essas proteinas
acumulam-se formando um corpo de inclusdo protéica, fato este que as denominou
de proteina Cristal (Cry), também chamada de &-endotoxina (YAMAMOTO & DEAN,
2000; BRAVO et al., 2005). Algumas linhagens de B. thuringiensis produzem
proteinas inseticidas no estagio vegetativo de crescimento (proteinas Vip), diferente
das proteinas Cry, cuja expressao € restrita ao processo de esporulacdo. Essas
proteinas sdo secretadas pelas células e ndo formam inclusGes cristalinas; além
disso ndo tém similaridade na sequéncia de aminoacidos (CRICKMORE et al.,
2013).



3.3 Proteinas Cry1l

As proteinas Cry sdo codificadas pelos genes cry, que se encontram
preferencialmente localizados nos plasmideos, geralmente conjugativos, e
juntamente com uma frequente associacdo a elementos genéticos moveis
determinam a grande diversidade desses genes e a consequente ocorréncia de
linhagens contendo diferentes combinacdes, portanto, com perfis de toxicidade
distintos (LERECLUS et al., 1993). A expressao dos genes cry é regulada por dois
mecanismos: um deles dependente dos fatores sigma especificos da fase de
esporulagdo, no qual estdo classificados a maioria dos genes cry, e 0 outro,
independente do processo de esporulagdo, como 0S genes vip, cujos fatores séo
tipicos da fase de crescimento vegetativo (VALADARES-INGLIS et al., 1998).

As protoxinas produzidas assumem formas morfologicas distintas
evidenciadas através do estudo morfoldgico realizado por microscopia eletronica,
apresentando cristais bipiramidais, cuboidais, piramidais e esféricos, esses
diferentes formatos de cristais encontrados, pode fornecer indicacbes sobre a
atividade téxica e, consequentemente, a ligacdo dessa toxicidade aos diferentes
tipos de genes codificadores de proteina cristal, efetivos contra varios insetos das
ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (DE MAAGD et al., 2003). Essas
diferencas estruturais e toxicas também sao reveladas pelos alinhamentos,
mostrando regifes comuns entre genes cry, denominadas regifes conservadas, e
regides onde se apresentam diferencas na sequéncia de nucleotideos, resultando
em diferentes proteinas Cry, ativas contra varias espécies de ordens distintas
(SCHNEPF et al.,1998).

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem sdo determinadas
pelos tipos de genes cry funcionais presentes. Estes genes codificam as proteinas
Cry, que séo sintetizadas na forma de protoxinas. A toxicidade das proteinas esta
associada ao componente N-terminal, enquanto o componente C-terminal determina
a formacéo da estrutura do cristal (LI et al.,1991).

O modo de acdo das proteinas Cry foi determinado principalmente, em
lagartas de lepidopteros (KNOWLES & DOW,1993). Essas proteinas, quando

ingeridas pelos insetos, sédo solubilizadas em condi¢des especificas de pH, atuam no



10

sistema digestivo dos insetos e as protoxinas sao convertidas em d-endotoxinas. As
toxinas hidrolisadas cruzam a membrana peritrofica, ligam-se a receptores
especificos nas células colunares do intestino médio, formando poros que
aumentam a permeabilidade da membrana, interferindo no gradiente iGnico e no
balanco osmoético da membrana apical. O aumento na absorcdo de agua causa lise
celular e eventual ruptura e desintegracdo das células do intestino médio. O inseto
também pode morrer por inani¢do, uma vez que, pouco tempo apoés a infeccao, para
de se alimentar (HOFTE & WHITELEY, 1989; COPPING & MENN, 2000; BRAVO et

al., 2005), conforme se pode verificar na. Figura 1.

Bacillus thuringiensis (Bt) Solubilization Aolioefion

B

Bt toxin
crystal

Septicemia
\ Dead larvae
Bt Cotton e
S o
oligomer  GPI-anchored insertion
P 0L IR0 P
»
Insect midgut cells Pores lead to Cell death
osmotic cell lysis
GgP GTP-Mg?* cAMP
Jurat-Fuentes Laboratory Py \ Activation of
(http://web.utk.edu/~jurat/) cell death pathway

Figura 1. Etapas envolvidas nos mecanismos de acdo de B. thuringiensis.

Disponivel em: http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html.

Segundo Parker & Fiel (2005), as proteinas Cry, também chamadas de
toxinas Cry, produzidas pela bactéria B. thuringiensis e secretadas como uma
proteina solivel em agua, pertencem a uma classe de toxina conhecida como toxina

formadora de poros (PFT). Sendo compostas por trés dominios com funcdes
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distintas. As toxinas Cry, embora apresentem similaridade estrutural, demonstram
diferencas consideraveis na sequéncia de aminoécidos e nas atividades toxicas
contra diferentes organismos, fato que auxilia esclarecer diferencas na
especificidade inseticida.

O dominio | foi descrito pela primeira vez em Cry3Aa por Li et al. (1991) e,
pelas propriedades deste dominio, sugere ser o dominio formador de poro da toxina
Cry, ou seja, responsavel pela inser¢cdo da toxina na membrana. Para isto, uma
maior mudanca conformacional é necesséaria a fim de transformar o dominio | e
capacitar sua estrutura para insercao interna na membrana do hospedeiro (PIGOTT
& ELLAR, 2007). O dominio Il apresenta maiores variacdes na sua estrutura com
diferencas consideraveis no tamanho, conformacdo e sequéncia dos “loops”.
Acredita-se que o0 dominio Il possa ter uma importancia determinante na
especificidade da toxina, sendo responsavel pela ligagdo toxina-membrana (LI et
al.,1991; PIGOTT & ELLAR, 2007). O dominio Il apresenta menos variacdes
estruturais do que o dominio Il, e a diferenca essencial encontra-se no tamanho, na
orientacdo e sequéncias dos “loops” (BOONSERM et al., 2005), tendo a funcao de
catalisar a ligacdo da toxina ao receptor (PIRES et al., 2004). De acordo com o
modelo de acéo das proteinas Cry, tanto a regido do dominio Il como a do dominio
[l estédo envolvidos no processo de reconhecimento e ligacdo das proteinas aos
receptores de membrana, existentes nas microvilosidades do intestino das larvas
dos insetos, e sao responsaveis pela especificidade (BRAVO et al., 2007).

Estudos detalhados da atividade das &-endotoxinas demonstram existir duas
etapas na ligacdo da toxina ao receptor, envolvendo processos reversiveis e
irreversiveis. No primeiro caso, mesmo havendo afinidade dos receptores de
membrana no intestino dos insetos com as proteinas Cry, algumas toxinas podem
ligar-se aos receptores, sem que essa ligacdo seja suficiente para causar a morte
das larvas de inseto. Isso se deve ao fato de essas toxinas apresentarem
especificidade reduzida, resultando em uma ligacdo pouco estavel e reversivel com
0 receptor, ou seja, a toxina reconhece o receptor, mas nao se liga irreversivelmente
a ele, ndo se projetando para dentro da membrana. No segundo caso envolve uma
ligacdo forte da toxina ao receptor e a insercdo da toxina na membrana, com

consequente desenvolvimento da doenca no inseto (ARONSO & SHAY, 2001). Em
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uma primeira abordagem de sistematizagcédo da classificacdo deste tipo de genes,
Hofte & Whiteley. (1989) classificaram-nos de acordo com a sequéncia de
aminoacidos de seus produtos e a especificidade de acdo das toxinas. Como
consequéncia do avanco da compreensdo de seus mecanismos de acéo, através de
ferramentas da biologia molecular, novos genes cry foram sequenciados e
catalogados, originando diversas excecdes dentro desta classificagdo inicial. Por
esta razéo, Crickmore et al. (1998) propuseram uma nova maneira de classificar tais
genes, baseada somente na sequéncia de aminoacidos codificada por eles, ndo
levando em consideracéo o perfil de toxicidade.

Até o momento, a colecdo de toxinas Cry possui aproximadamente 720 genes
cry sequenciados e classificados em 51 classes com diferentes subdivisoes,
dependendo do grau de similaridade de seus aminoacidos
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/).

As proteinas Cryl tém sido muito estudadas para o controle de lepidopteros
acarretando uma seérie de evidéncias a respeito do funcionamento das proteinas Cry
guando estas sdo ingeridas por insetos susceptiveis. (BRAVO et al., 2007).

As proteinas Cryl de B. thuringiensis apresentam tamanho de 130 -140 kDa
gue exibem toxicidades especificas a numerosos insetos lepidopteros (ADANG.
1991, HOFTE & WHITELEY., 1989). Vaérias proteinas Cryl, incluindo
CrylBb,CrylCa, e CrylFa, sdo toxicas para importantes pragas agricolas que
pertencem ao género Spodoptera (BAI et al., 1993, YAMAMOTO & POWELL. 1993).

3.4 Proteinas Vip3Aa

Ao contrario das proteinas Cry, as quais se unem em cristais insolUveis dentro
da célula méae, Vip € secretada como proteina soltuvel por algumas linhagens de B.
thuringiensis durante a fase vegetativa de crescimento, limitando sua aplicacdo no
campo (ARORA et al., 2003). Atualmente, existem mais de 60 sequéncias de genes
Vip descritas as quais estéo classificadas em quatro diferentes familias: Vipl, Vip2,
Vip3 e Vip4 .

A toxina binéria Vip1(100 kDa) e Vip2 (52 kDa) tem acdo conjunta mas com

funcdes individuais. Apresentam atividade inseticida a larvas de insetos de algumas
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espécies da ordem Coleoptera e de algumas ninfas de espécies da ordem
Hemiptera (SAMPURNA & MAITI, 2011). O peptideo Vipl possui funcdes
relacionadas a translocacao e ligacao a receptores no inseto e Vip2 possui funcéo
enzimatica. A ligagcao da toxina binaria a um receptor de 50 kDa na microvilosidade
da membrana do intestino médio de afideos do algoddo (Aphis gossypii) foi
comprovada por ensaios de unido por meio de ligante “blotting” (SAMPURNA &
MAITI, 2011).

Existem 70 genes vip3 sequenciados divididos em trés classes (vip3A, vip3B
e Vvip3C) e onze subclasses: vip3Aa a Vvip3Ai, vip3Ba a vip3Bb e vip3Ca
(http:/lwww.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/vip.htmL). A sequéncia de
aminoacidos destas toxinas ndo compartilha homologia com quaisquer outras &-
endotoxinas conhecidas e tem demonstrado um amplo espectro inseticida (DOSS et
al., 2002; MESRATI; TOUNSI; JAOUA, 2005). O gene vip3A codifica uma proteina
de 88,5 kDa que é secretada no sobrenadante de culturas de B. thuringiensis
(ESTRUCH et al., 1996).

Altos niveis de expressao em combinacao com alta estabilidade das proteinas
Vip favorecem a producdo em larga escala nos sobrenadantes de culturas
esporulantes. O gene vip3Aa codifica uma proteina com 791 aminoacidos e massa
molecular de 88,5 kDa. Vip3Aa possui atividade inseticida contra um grande ndamero
de insetos-pragas de importancia agronémica da ordem Lepidoptera. (ESTRUCH et
al., 1996).

O modo de acdo das proteinas Vip3A vem sendo estudado e mostra ter
atuacao no epitélio intestinal do inseto assim como as proteinas Cry. Porém, devido
a sua forma soluvel, essas proteinas se ligam mais rapidamente aos receptores de
membrana das células epiteliais do intestino do inseto susceptivel, resultando em
degeneracdo da camada epitelial (YU et al., 1997).

A proteina Vip3A ativada se liga a receptores localizados nas
microvilosidades das células colunares do epitélio intestinal das lagartas de insetos
susceptiveis (BRAVO et al., 2005). . A unido a estes sitios € uma etapa determinante
da especifidade das proteinas Vip, o que incentivou varios grupos de pesquisa a se
dedicarem a compreensdo desses processos (MONNERAT & BRAVO, 2000). A
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insercdo da toxina promove a formagdo de poros na regido apical das
microvilosidades.

As proteinas Vip representam uma das maiores descobertas de toxinas com
capacidade inseticida, sendo extremamente relevante a auséncia de similaridade
nas sequéncias de aminoacidos destas proteinas com a sequéncia de aminoacidos
das proteinas Cry, em termos de manejo e evolugdo de resisténcia (FANG et al.,
2007).
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4. Materiais e métodos

4.1 Recebimento e estoque das proteinas Cryl e Vip3Aa

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 vetores de expressdo contendo 0s genes
crylAa, crylAb, crylAc, crylCa, crylEa e clone da proteina Vip3Aa foi obtido com a
transformacéo de E. coli WK6 contendo, na por¢gao N terminal, uma sequéncia de 6
histidinas(6 x His), inseridos no vetor de expressao. Esses clones foram cedidos
pelo Dr. Juan Manzanero Ferré, da Universidade de Valéncia, Campus de Burjassot,
Espanha.

Clones de E. coli foram cultivados em placa de Petri, contendo meio LB
(2x)solido (2g de triptona, 1g de extrato de levedura,1g de NACI, qsp100 mL pH 7,2)
com ampicilina (100 pg mL™) e incubadas a 37 °C por 12 h, para verificacdo da
pureza da cultura, Em seguida, uma coldnia isolada foi transferida para 3 mL de
meio de cultura LB contendo ampicilina (100 pg mL™) e cultivadas a 37 °C por 12 h
sob agitacdo horizontal a 200 rpm. Um volume de 500 uL da cultura foi adicionado a

500 L de glicerol 100% e estocado em freezer a -80 °C (solugdo estoque).

4.2 Expresséao das proteinas Cryl

Para a expresséo das proteinas Cryl, os clones com seus respectivos genes
foram descongelados em gelo picado e 12 ul foram inoculados em meio TB sélido
(129 de triptona, 24g de extrato de levedura, 2,31g de KH,PO4, 12,54 g de K;HPOy,,
4 mL de glicerol, g.s.p 1000 mL), glicose 2% (v/v) + ampicilina (100 pg mL™?) e
incubados por 24 h a 37 °C. Apds esse periodo uma coldnia foi inoculada em um
erlenmeyer de 250 mL, com pré inéculo contendo 20 mL de meio TB liquido, glicose
2% (v/v) e ampicilina (100 ug mL™) , e incubados durante 12h a 37 °C sob agitacéo
de 200 rpm. Ap6s o tempo de crescimento das células, 2,5 mL do pré inéculo foi

transferido para um erlenmeyer de 1L contendo 250 mL de meio TB liquido +
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ampicilina (100 pg mL™) e foram incubados por 60 h a 28 °C sob agitacdo de 200
rpm.

As células cultivadas foram coletadas por centrifugacdo (Beckman®,
Maryland, Estados Unidos) por 8 min a 5.930 X g. Os péletes obtidos foram pesados
e mantidos por 30 min em freezer a -20 °C. Para o inicio da lise celular foram
adicionados 3 mL de tampéao de lise ( 50 mM Tris/HCI pH 8,0 contendo 5 mM de
EDTA e 100 mM de NACI) por grama de pélete e submetidos a vigorosa agitacéo
em vortex. Em seguida foram adicionados 800 ug de lisozima por grama de
precipitado e incubados por 20 min a 25 °C. Apds, foram adicionados 4 mg de
desoxicolato de sédio por grama de precipitado e incubados a 37 °C por 10 min.
Posteriormente foram adicionados 200 ul de DNAse 1 (1 mg mL™) e incubados por
30 min a 37 °C a 200 rpm. Em seguida, os péletes foram submetidos a sonicacéo
para o rompimento dos corpos de inclusdo. Em seguida, foram centrifugados a
39.200 X g por 10 min a 4 °C(Beckman®, Maryland, Estados Unidos).

Apoés esse periodo os péletes passaram por um tratamento de lavagem, no
gual foram adicionados 20 mL de tampado de lavagem (20mM Tris/HCI pH 7,5
contendo 1M de NaCl e 1% de Triton X 100) para cada 10 gramas de precipitado,
misturado por agitacdo em vortex e centrifugados durante 10 min a 39.200 X g a 4
°C, sendo esse passo repetido duas vezes. Ap0Os esse processo, uma solucéo de 20
mL de tampédo PBS (salina tamponada com fosfato — 10 mM Na,HPO,/kH,PO,4, pH
7,4 dissolvidos em 0,8% (m/v) NACI) foi utilizado como passo final nessa etapa de
lavagem, seguido por agitacdo vigorosa em vortex e centrifugados durante 10 min
39.200 X g a 4 °C. Esse processo foi repetido duas vezes.

Para a solubilizacdo das proteinas Cryl nos precipitados foram adicionados
10 mL de tampéao de solubilizacdo (50 mM NaHCO3, pH 10,0 contendo 10 mM NACI
+ 10 mM de DTT) para cada 5 g de pélete e incubado por 2 h a 37 °C a 200 rpm. Em
seguida, realizou-se a centrifugacdo por 15min a 39.200 X g a 4°C. O
sobrenadante contendo a protoxina solubilizada foi transferido para um novo tubo
tipo ‘Corning’ (New York, USA) e estocados em freezer a —20 °C até o momento do

uso.
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4.3 Expressao da proteina Vip3Aa

A proteina Vip3Aa, foi cultivada em meio de cultura LB (2X) (2g de triptona, 1g
de extrato de levedura, 1g de NACI, gspl00 mL pH 7,2) sélido, acrescido de
ampicilina (100 ug mL™), por 12 h a 37 °C. Uma col6nia isolada foi transferida para o
pré inéculo contendo 20 mL de meio LB (2X) liquido e ampicilina (100 ug mL™) e
incubados por 6 h a 37 °C sob agitacdo a 250 rpm, até a densidade Optica em
comprimento de onda de 600 nm (DOeoo) atingir 1,2.

Em seguida uma aliquota deste pré indculo foi transferida para 200 mL de
meio LB (2x) liquido com ampicilina (100 pg mL™) em um erlenmeyer de capacidade
de 1 L, até que a DOeno atingisse 0,025. Em seguida incubou-se a 37 °C sob
agitacdo de 250 rpm até a DOgg atingir 0,6. A expressdo do gene foi induzida pela
adicdo de IPTG, a concentracdo final de 1 mM, e mantidas por 12 h sob agitacdo a
190 rpm.

As células foram sedimentadas por centrifugacdo a 17.400 X g por 30 min, e a
lise realizada em tampéo fosfato (20 mM + 5 mM NACI pH 7,4), apos a adicao do
tampéo fosfato, foram adicionados 300 pL de lisozima (100 pg mL™), 100 pl de
DNAse 1 (1 mg mL™), 10 uL de PMSF (0,1M) e incubados por 30 min & 37 °C com
agitacdo de 50 rpm. Apés essa etapa, as amostras foram submetidas a sonicacao
por 3 vezes de 60s, com 15s de pausa. ApOs a sonicacdo o material foi

centrifugado a 17.400 X g por 30 mine a 4 °C.

4.4 Ativacao das proteinas Cryl e Vip3Aa

Para a ativacdo das protoxinas Cryl e Vip3Aa, realizou-se a incubacéo das
proteinas com 10% de tripsina comercial (de acordo com a concentracdo de
proteinas totais), a 37 °C durante 2 h. A mistura foi centrifugada a 16.000 X g e 0
sobrenadante contendo as toxinas Cryl e Vip3Aa ativadas foi armazenado a -20 °C

até o momento do uso.
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4.5 Eletroforese SDS-PAGE e quantificacao das proteinas

As proteinas Cryl e Vip3Aa 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 Il (Bio-
Rad qu Laboratories, Richmond, EUA). Utilizou-se a solucdo “Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder” (Fermentas, Vilnius, Lituania) como marcador de
massa molecular.

As amostras foram preparadas contendo 20 yL do sobrenadante de cada
proteina e 10 uL de tampédo de amostra (62 mM Tris/HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% de
glicerol; 5% B- mercaptanol e 0,02% de azul de bromofenol) sendo posteriormente
aquecidas por 8 min a 100 °C e uma aliquota de 15 pL foram aplicadas no 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
concentracbes encontram-se na Tabela 1. A cuba vertical Bio-Rad, modelo Mini-
Protean® Il Cell foi preenchida com tamp&o de eletrodo (0,192 M de glicina e 0,1%

de SDS) e submetidas a corrente constante de 60 mA, a 200 V por 90 min.

Tabela 1: Reagentes utilizados para a confeccédo dos géis

Gel de ~
Reagentes Empilhamento Gel de separacao
Tris-HCI (0,5 M pH 6,8) 0,500 0,000
Tris-HCI (2,25 M pH 8,8) 0,000 0,800
Acrilamida-Bis(30:0,08% 0,330 1,660
SDS (4%) 0,125 0,115
TEMED (tetramethylethylenediamine) 0,006 0,015
Persulfato de aménio (10%) 0,020 0,065
H.0 1,105 2,430

Apés a eletroforese, as bandas referentes a toxinas foram detectadas por
meio da coloracdo do gel com Coomassie- Brilliant Blue 0,02% (metanol 30%, acido

acético 10%, sulfato cuprico 0,1% e agua) por 15 min e descorado com sucessivas
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lavagens de solugéo descorante (metanol 10%, acido acético 10% e agua). Os geéis
foram analisados e foto documentados em aparelho scanner (HP Scanjet 3570c).

Para a quantificacdo das proteinas, novos géis de policrilamida foram
preparados, contendo cinco diferentes concentracdes da proteina soro albumina
bovina (BSA) (0,88; 0,44; 0,22; 0,11; 0,05 mg mL™) e as respectivas proteinas. Estas
foram quantificadas com o auxilio do software Bionumerics, sendo o padrdo para
guantificacdo da concentracao final a proteina BSA. Os géis foram digitalizados e os
valores de BSA foram inseridos no programa como concentragdes conhecidas. Com
base nestes valores o software Bionumerics gerou uma curva de densitometria das
concentragdes estimou a concentracdo de cada amostra aplicada.

Os valores de quantificacdo obtidos por essa metodologia foram
apresentados em ng pL™ e transformados para ng cm? em funcdo da area da dieta
artificial semissolida utilizada em cada parcela do bioensaio. Foi estipulada a
aplicacdo de 25 pL 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 diluicbes foram preparadas utilizando a férmula C,Vi= CyVy,
sendo, C; a concentracdo da solucdo mae, Vi 0 volume que precisa ser retirado da

solucdo méae, C, a concentracédo final da proteina e V, o volume final da solucéo.

4.6 Obtencao da populacédo de Spodoptera frugiperda

Os ovos da populacédo de Spodoptera frugiperda foram obtidas da criacdo do
laboratoério de criacdo de insetos da empresa SGS Gravena, de Jaboticabal - SP, e
mantidas em copos plasticos de 250 mL contendo dieta artificial semissolida e
colocadas até a sua eclosdo em sala climatizada a temperatura de 28+1 °C,
umidade relativa de 50+10% e fotoperiodo de 16:8 h.

A dieta artificial foi preparada com 240 g de feijao Carioca, 72 g de levedo de
cerveja, 2,4 g de 4cido sorbico, 7,3 g de acido arcérbico, 4,4 g de nipagim, 20 g de
carogenato, 6 mL de formol e 1 L de 4gua.Essa dieta foi adicionada em bandejas de
poliestireno com 8 quadrantes, sendo que cada quadrante continha 16 pocinhos de

1cm de diametro (Figura 2).
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Figura 2: Bandeja de poliestireno utilizadas nos bioensaios.

4.7 Bioensaios com as toxinas ativadas contra larvas de
Spodoptera frugiperda.

A susceptibilidade das larvas neonatas de S. frugiperda as toxinas CrylAa,
CrylAb, CrylAc, CrylCa, CrylEa e Vip3Aa foi testada por meio de bioensaios
realizados no Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada
(LGBBA), em sala climatizada a 28+1 °C, UR de 50+10% e fotoperiodo de 16:8 h.

No qual 50 pL das toxinas ativadas foram inoculadas sobre a superficie da
dieta artificial semissolida conforme Wu et al. (2009). As concentracfes mais
adequadas para cada toxina foram estabelecidas em bioensaios preliminares, e para
cada concentracdo foram utilizadas 4 repeticdes de 16 lagartas no primeiro instar de

S. frugiperda totalizando 64 lagartas por concentragdo. Duas testemunhas foram
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utilizadas nesse bioensaio, nas quais foram inoculadas, sobre a superficie da dieta
artificial, agua e tampao utilizado na solubilizagdo das proteinas em substituicdo as
toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylCa, CrylEa e Vip3Aa.

4.8 Estimativa da CLsge Clgg

Para determinacéo da concentracao letal para 50% e 90% das lagartas (CLso
e Clgo), para as proteinas Cryl mais eficientes no controle de S. frugiperda foram
utilizadas as concentragées 0; 50; 100; 250; 500; 1000; 2000; 3000 e 4000 ng cm™? e
para a proteina Vip3Aa foram utilizadas as concentra¢des 0; 10; 50; 75; 100; 150;
200 e 400 ng cm™.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, com 16 lagartas por repeticdo. A mortalidade foi avaliada no sétimo dia
ap0s a exposicdo das lagartas a dieta com proteina. A CLsp e a ClLgo foram
estimadas por meio da andlise do tipo Probit utilizando o programa de estatistica
POLO-PC (LeOra Software, Berkeley, CA).

4.9 Analise dos Dados

Os dados de mortalidade das lagartas de S. frugiperda obtidos pela exposicao
as toxinas CrylAb, CrylCa, CrylEa e Vip3Aa ativadas, foram analisados segundo
Fernandez-Luna et al., (2010). Para tanto, foram calculadas dois tipos de
mortalidade, a mortalidade larval esperada e a observada, onde primeiramente foi
obtida a proporcdo observada de lagartas que sobreviveram a exposicdo da toxina
(a) e a toxina (b) separadamente (Soss € Spyoss). Com esse valor foi obtida a
proporcao de lagartas sobreviventes esperadas expostas a mistura das toxinas (a) e
(b) (S@bjexe), onde Sgpyexp = S(ajoss X Spyoss. Com 0s valores de Sapexp foi calculada
a mortalidade esperada para as lagartas expostas a cada mistura de toxina com a
expressao : Mortapexe = (1- Sanexe) X100%. Para calcular o numero esperado de
lagartas vivas e mortas foi multiplicada a mortalidade esperada pelo nimero total de

lagartas (n= 64). Com as mortalidades esperadas de cada mistura, foram realizados
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outros bioensaios em que a mortalidade observada foi analisada para a
determinacdo da interagdo de sinergismo ou antagonismo, considerando que a
hipétese de que sinergismo ocorre se 0 numero de lagartas mortas observadas
expostas a mistura for maior que o numero de lagartas mortas esperadas e o inverso
para a ocorréncia de antagonismo. Utilizou-se o teste “exato” de Fisher

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl/) para determinar se a diferenca

entre a mortalidade esperada e a observada era estatisticamente significante para
um intervalo de confianca de 95% (p < 0,05)


http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency1/
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5. Resultados e discussodes

5.1 Expresséao das proteinas Cryl e Vip3Aa

O sistema de expressdo heter6loga em Escherichia coli possibilitou a
obtencdo das diferentes toxinas Cryl e Vip3Aa, as quais foram visualizadas por
meio da técnica SDS-PAGE (Figura 3). A analise por meio dessa técnica confirmou a
presenca de uma banda com peso molecular de aproximadamente 85 kDa
correspondente a proteina Vip3Aa. O mesmo resultado foi obtido por Chakrouna et
al. (2012).

Figura 3: Eletroforograma evidenciando a expressao das proteinas Cry e Vip de gel
SDS-PAGE 12%. Nas canaletas: 1: Marcador de Massa molecular (kDa) “ Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas); 2: Cry1Aa; 3: Cry1Ab; 4:
CrylAc; 5: CryCa; 6: CryEa; 7: Vip3Aa.
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Lee et al. (2006) observaram que a toxina Vip3A possui um tamanho de
aproximadamente 88 kDa e € processada para um fragmento de 62 kDa in vivo na
digestdo no intestino médio de lepidoptera, em digestédo in vitro com tripsina e com
suco do intestino.

O mesmo foi feito para as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylCa e
CrylEa, confirmando a presenca de uma banda de aproximadamente 135 kDa
(Figura 3). Genes cryl codificam proteinas de aproximadamente 130 kDa. Como ja
mencionado, estas proteinas sao sintetizadas como protoxinas que sdo dissolvidos
em meio alcalino no intestino do inseto e sdo ativados por protedlise de toxinas,
neste caso cerca de 65 kDa. (SAUKA & BENINTENDE, 2008). Lee et al. (2006)
estudaram também a protoxina CrylAc (130 kDa) e verificaram que pode ser
facilmente ativada com tripsina formando um fragmento de 65 kDa.

5.2 Ativacao das proteinas Cryl e Vip3Aa

A confirmacédo da ativacdo com tripsina comercial foi feita utilizando gel de
SDS-PAGE 12% (Figura 4). Foram detectadas bandas de cerca de 62 kDa para a
proteina Vip3Aa e de 65 kDa para as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylCa e
CrylEa. Lee et al. (2003) também obteve para a proteina Vip3Aa ativada com
tripsina comercial, uma banda de 62 kDa. Segundo Sauka & Benintende (2008),
proteinas Cryl quando ativadas apresentaram uma banda de aproximadamente 65
kDa. Em estudo realizado por Ma et al. (2012), os autores também obtiveram uma
banda de 65 kDa para a proteina CrylAc ativada com tripsina comercial.

Segundo Lee et al. (2003), a etapa de ativacdo € importante para Vip3A, uma

vez que Vip3A ndo ativada € incapaz de formar poros in vitro.
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Figura 4: Eletroforograma para deteccao das proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylCa, CrylEa e Vip3Aa ativadas utilizando tripsina comercial em gel SDS-PAGE
12%. Canaleta 1, 6 e 8: marcador molecular Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder, canaleta 2: CrylAa, canaleta 3: CrylAb, canaleta 4: CrylAc,
canaleta 5: CrylCa, canaleta 7: CrylEa e canaleta 9: Vip3Aa.

5.3 Quantificacao das proteinas Cryl e Vip3Aa

Para o uso das proteinas nos bioensaios, apds a corrida eletroforética, as
bandas referentes as proteinas foram quantificadas utilizando o software
Bionumerics (Figuras 5 e 6). Foram obtidas as seguintes concentra¢des: 0,5 mg mL™
(CrylAa); 0,723 mg mL™* ( CrylAb); 0,461 mg mL™ ( CrylAc); 0,344 mg mL™*
(Vip3Aa); 0,692 mg mL*( CrylCa) e 0,369 mg mL* CrylEa.
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Figura 5: Eletroforograma para deteccdo e quantificacdo das proteinas ativadas
Cryl e Vip3Aa em gel SDS-PAGE 12%. Canaleta 1: Marcador de Massa molecular (
kDa) “ Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas); 2: Cry1Aa; 3:
CrylAb; 4: CrylAc; 5: Vip3Aa; 6, 7,8,9 e 10: BSA a 0,88; 0,44; 0,22; 0,11; 0,05 mg

mL2.
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Figura 6: Eletroforograma para deteccdo e quantificacdo das proteinas ativadas
Cryl em gel SDS-PAGE 12%. Canaleta 1: Marcador de Massa molecular (kDa) “
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Fermentas); 2: Cry1Ca; 3:
CrylEa; 4, 5, 6, 7 e 8: BSA a 0,88; 0,44; 0,22; 0,11; 0,05 mg mL™.

5.4 Bioensaios com S. frugiperda

As toxicidades das proteinas Cryl e Vip3Aa foram testadas em lagartas
neonatas de S. frugiperda. As proteinas Cryl foram utilizadas nos bioensaios apos a
solubilizacéo, e a proteina Vip3Aa foi utilizada em forma de lisado protéico, apos
inducdo da expresséo.

Nos bioensaios com lagartas neonatas de S. frugiperda, as ClLs, das
proteinas CrylAa e CrylAc ndo foram determinadas, pois a concentragcdo mais alta
das duas toxinas testadas (2000 ng cm™) ndo foi efetiva contra as lagartas neonatas
de S. frugiperda (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultados das mortalidades testadas para proteinas crylAa e CrylAc de

B. thuringienses contra larvas neonatas de S. frugiperda.

Toxina Concentracao @Mortalidade Mortalidade
(hg cm? esperada observada (%)
50 NA 0
300 NA 1,560
CrylAa 500 NA 3,125
1500 NA 6,250
2000 NA 9,375
50 NA 0
150 NA 0
300 NA 0
CrylAc 500 NA 0
1500 NA 0
2000 NA 0

@ Mortalidades esperadas para toxinas sozinhas n&o foram calculadas.

Luo et al. (1999) verificaram que CrylFa foi altamente toxica, e CrylAc nao foi
toxica para lagartas de S. frugiperda, utilizando a técnica de BBMV(“Brush Border
Membrane Vesicles”), a partir de intestino médio de lagartas de S. frugiperda. Esses
autores demostraram que CrylAc ligou-se irreversivelmente as BMMVs, sugerindo
gue alguns componentes da membrana sdo necessarios para a formagcao dos poros
induzida por CrylAc, e que a ligacdo da toxina € necessaria, mas nao suficiente
para a toxicidade.

Sena et al. (2009), através de estudos de BBMV, demonstraram que a
proteina Vip3Aa se liga a receptores diferentes em relacdo as proteinas CrylAb e
CrylFa no intestino médio das lagartas de S. frugiperda. Mas apenas a deteccéo de
ligacdo das proteinas aos receptores nao significa necessariamente que elas
apresentam toxicidade (DUMAS, 2009). A populacao de S frugiperda utilizada nesse
estudo foi bastante tolerante as toxinas CrylAa e CrylAc, pois em concentracdes de
2000 ng cm’ apresentaram baixas mortalidades (9,375% e 0%, respectivamente).

Para as proteinas CrylAb, CrylCa, CrylEa e Vip3Aa as CLso foram aferidas
(Tabela 3). As lagartas neonatas de S. frugiperda foram mais sensiveis a toxina

Vip3Aa do que a todas as proteinas Cryl testadas.
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Tabela 3. Atividade bioldgica das toxinas ativadas Vip3Aa, CrylAb, CrylCa e

CrylEa contra larvas neonatas de Spodoptera frugiperda.

- @CLs (ngcm?)  ®CLgg (ng cm?) @ @)%
PIOteiNa © | Min, - Max.)  (IC Min. - Méx.) b+ EP
1988,70 5,8398
422,35 ' '
CIYLAb  y60'7- 551 39) (égcz)g,%)— 2,059 + 0,159
1084,63 6,3896
283,57 ! '
CrylCa (205,85 — 387,37) (27029447673; 2.200 + 0.187
1227,12 6,1287
320,78 ' '
CrylEa (223,43-475,64 ) (55314;9)— 2,199 £ 0,175
Vip3Aa 75,049 193,84 3.110 + 0,315 7,9823

(59,06-90,10) (152,47 — 293,16)
® Concentracdo letal para 50% dos individuos; ® Concentragdo letal para 90% dos

individuos; © (IC Min. - Max.): Intervalos de confianca minimo e maximo com 95% de
probabilidade; @b + E P: Coeficiente angular da reta + o erro padrdo da média; © valores de
chi-quadrado.

Sena et al. (2009) verificaram a toxicidade de Vip3Aa, Vip3Af, CrylAb e
CrylFa em S. frugiperda, e também demostraram que as proteinas Vip3A foram
mais toxicas do que as proteinas CrylAb e CrylFa. Os autores encontraram uma
Clsode 49,3 ng cm™ para a toxina Vip3Aa e de 867 ng cm™ para a toxina CrylAb. A
mesma observacao foi feita por Bergamasco et al. (2013), em populacdes de S.
frugiperda, S. albula e S. cosmioides em que a toxina Vip3Aa foi mais efetiva do que
a Cryllal0 com Clsp de 24,66; 3,90; 2,78 e 3,44 ng cm?, respectivamente. No
entanto, para a populacdo de S. eridania a toxina CryllalO foi mais efetiva do que a
toxina Vip3Aa apresentando uma Clsy de 1,93 ng cm? e 3,44 ng cm?
respectivamente.

Tendo em vista os casos frequentes de resisténcia, uma das formas de se
maneja-la em populacbes de campo é a utilizacdo de novas combinacbes de
proteinas de B. thuringiensis que apresentam perfis diferenciados quanto ao
contetdo de genes cry e vip. Segundo Praca et al. (2004), a toxicidade de alguns
isolados a insetos-alvo pode ocorrer por causa das interacdes sinérgicas entre as
toxinas de B. thuringiensis encontradas. Portanto, ap0s os estudos realizados com

cada toxina individual foram realizados 0os bioensaios com as toxinas combinadas
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gue se destacaram no controle de lagartas de S. frugiperda. (Vip3Aa/CrylAb,
Vip3Aa/CrylCa e Vip3Aa/CrylEa), cujos resultados estao apresentados nas Tabelas
4,5¢€e 6.

Tabela 4: Mortalidades das lagartas de primeiro instar de S. frugiperda com as
toxinas Vip3Aa, CrylAb, CrylCa e CrylEa aplicadas separadamente para 0s

ensaios de interacéo.

Toxina Concentracao Mortalidade (%)
(ng cm™®) @Esperada ® Observada |
25 NA® 20,31
Vip3Aa 50 NA 37,50
100 NA 62,50
250 NA 32,81
CrylAb 500 NA 50,00
1000 NA 75,00
500 NA 37,50
CrylCa 1000 NA 57,81
2000 NA 87,50
250 NA 37,50
CrylEa 500 NA 57,81
1000 NA 87,50

(a) A mortalidade esperada nao foi calculada para as toxinas sozinhas; (b) Cada valor para

mortalidade observada representa quatro repeticdes de 16 lagartas, totalizando 64 lagartas.
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Tabela 5: Interacdo da toxina Vip3Aa com as CrylAb e CrylCa de Bacillus

thuringiensis contra o primeiro instar de Spodoptera frugiperda.

Concentracao Mortalidade (%)

Interagao (ng cm’) Esperada @ Observada P
25/250 46,50 68,75 0,0098"
25/500 60,00 81,25 0,0057
25/1000 80,00 87,50 0,1700"
50/250 58,00 75,00 0,0303"
Vip3Aa/Cry1Ab 50/500 69,00 82,81 0,0490"
50/1000 84,00 87,25 0,4000"
100/250 73,80 82,81 0,1425"
100/500 81,00 87,25 0,2330"
100/1000 90,00 95,31 0,2459 "
25/500 50,00 7,81 0,0001"
25/1000 66,40 45,31 0,0162°
25/2000 90,00 70,31 0,0033"
50/500 60,00 37,50 0,0065"
Vip3Aa/CrylCa 50/1000 74,00 50,00 0,0053"
50/2000 92,00 62,50 0,0001"
100/500 77,00 45,31 0,0003"
100/1000 84,00 50,00 0,0001"
100/2000 95,00 75,00 0,0011°

@ Cada valor para mortalidade observada representa quatro repeticdes de 16
lagartas, totalizando 64 lagartas; "™ Ndo significantivo e significativo,
respectivamente, com 95% de intervalo de confianca estatistica, pelo teste de
Fisher.

Tabela 6: Interacdo da toxina Vip3Aa com a CrylEa de Bacillus thuringiensis contra

o primeiro instar de Spodoptera frugiperda.

« Concentracgao Mortalidade (%)
Interagao (ng cm™®) Esperada @ Observada P

25/250 46,50 45,31 0,5000 "®
25/500 65,20 50,00 0,0534"®
25/1000 70,20 57,81 0,0985 "*
50/250 58,00 37,50 0,0166 ’

Vip3Aa/CrylEa 50/500 73,00 45,31 0,0010 ’
50/1000 77,00 50,00 0,0016 ’
100/250 74,80 37,50 0,0001 ’
100/500 83,60 45,31 0,0001 ’
100/1000 86,00 62,50 0,0021 ’

@ cada valor para mortalidade observada representa quatro repeticdes de 16 lagartas,
totalizando 64 lagartas. " N&o significativo e significativo, respectivamente, com 95% de

intervalo de confianga estatistica, pelo teste de Fisher.
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Os resultados demostraram que ocorreu apenas sinergismo na mistura de
Vip3Aa com Cry1Ab, em concentragdes de 25/250, 25/500, 50/250 e 50/500 ng cm’?,
respectivamente (p < 0,05). No entanto, quando as toxinas Vip3Aa e CrylAb sao
combinadas em altas doses, a interacéo torna-se nao significativa (p > 0,05). Para a
mistura das toxinas Vip3Aa/CrylCa, em todas as concentracbes testadas, a
mortalidade esperada foi maior que a observada (p < 0,05), apresentando interacao
antagonica. A mistura das toxinas Vip3Aa/CrylEa, quando a Vip3Aa esta em
concentracdo de 25 ng cm?, ndo apresentou diferenca entre a mortalidade
observada e a esperada (p > 0,05), portanto, quando em baixas concentracdes da
toxina Vip3Aa, essa mistura ndo apresenta sinergismo e nem antagonismo. Porém,
quando a concentracdo da Vip3Aa foi aumentada (50 e 100 ng cm™), os resultados
das misturas das toxinas Vip3Aa/CrylEa foram estatisticamente significativos (p <
0,05) apresentando interacdo antagbnica. Essas duas combinacdes de toxinas
(Vip3Aa/CrylCa e Vip3Aa/CrylEa) ndo séo indicadas para serem implementadas
em plantas transgénicas piramidadas no manejo de resisténcia de S. frugiperda.

Adamczyk & Mahaffey (2008) demostraram que o algodé&o transgénico que
continha a proteina vegetativa Vip3A foi mais eficaz contra o S. exigua e S.
frugiperda do que o algoddo transgénico que continha a proteina CrylAb.
Entretanto, o algoddo crylAb foi mais eficiente contra Heliothis virescens,
comparado com o algodao transgénico vip3A. Esses autores também observaram
gue ndo ocorreu interacdo sinérgica para o algodao transgénico que continha o gene
vip3A/crylAb para as pragas testadas por eles, pois em plantas Bt a quantidade de
proteinas Cry e Vip séo relativamente altas. Os dados deste artigo corroboram os
desses autores para concentracdes altas de CrylAb e Vip3Aa, em que as diferencas
entre mortalidade esperada e observada ndo foram estatisticamente significantes (p
> 0,05).

No estudo realizado por Greenplate et al. (2003), os autores concluiram que,
em uma planta de algoddo com duas toxinas (Cry2Ab e CrylA), o maior efeito toxico
foi devido a toxina Cry2Ab e que a acdo combinada das toxinas foi aditivo contra H.
virescens, H. zea e S. frugiperda.

No trabalho de Bergamasco et al. (2013), em que foi estudada a interacdo

entre proteina CryllalO e Vip3Aa para lagartas neonatas de S. frugiperda, S. albula,



33

S. cosmioides e S. eridania, foi encontrado efeito sinérgico das toxinas quando
combinadas, contra S. frugiperda, S. albula e S. cosmioides. Contudo, em S.
eridania, CryllalO e Vip3Aa podem competir para 0 mesmo receptor, e por meio de
bioensaios Cryllal0 foi mais eficiente do que Vip3Aa, mas quando essas proteinas
foram combinadas ocorreu efeito antagdnico. Esses resultados sugerem que a
utilizacéo desses genes em plantas piramidadas pode néo ser eficaz na prevencao
do desenvolvimento da resisténcia em S. eridania.

Xue et al. (2005) estudaram a atividade sinérgica entre CrylAa e Cryl1C de B.
thuringiensis contra S. exigua e Helicoverpa armigera. Em todos os casos, a mistura
Cry1Aa/Cryl1C apresentou efeito sinérgico. O mecanismo da sinergia ndo esta ainda
claramente compreendido, e diferentes hipéteses tém sido propostas para explicar o
seu mecanismo molecular. Uma das hipéteses € que os poros individuais feitos por
diferentes toxinas nas membranas do intestino das lagartas podem agir
cooperativamente e apresentar maior toxicidade. Estes poros “hibridos” podem
aumentar a capacidade da membrana osmatica, causando maior mortalidade de
larvas (Xue et al., 2005).

Trabalhos como esses sao importantes, pois a Comissdo Técnica de
Biosseguranca (CTNBio), vem aprovando no Brasil a solicitacéo de varias empresas
multinacionais para a liberacdo comercial de culturas geneticamente modificacados
(OGMs) com eventos piramidados com os genes “Bt”. Portanto estudos que
evidenciem se esses eventos piramidados sdo realmente eficazes no controle de
insetos-pragas alvos sao de extrema importancia. Pois agricultores que plantam os
OGMs piramidados podem reduzir a area destinada ao plantio de refugios. O
Reflagio é uma parte de uma lavoura plantada com hibridos que ndo contenham a
proteina “Bt”. Se apenas hibridos com a tecnologia “Bt” forem plantados na lavoura,
0S poucos insetos que desenvolverem resisténcia a essa proteina e sobreviverem,
poderdo cruzar com outros insetos resistentes, transmitindo a resisténcia para seus
descendentes. Por isto, os pesquisadores consideram que a melhor maneira de
evitar o desenvolvimento de populacdes de insetos resistentes ao transgénico “Bt” é
combinar lavouras de plantas “Bt” com areas plantadas com hibridos convencionais,
isto é, sem a proteina Bt. Estas areas devem ser plantadas na mesma época e com

hibridos de mesmo ciclo. Desta maneira, 0S poucos possiveis insetos resistentes
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que sobreviverem na lavoura “Bt”irdo cruzar com insetos suscetiveis presentes na
lavoura convencional. A progénie (descendentes destes insetos) sera suscetivel e,
assim, podera ser controlada com plantios futuros de lavouras “Bt”.

A CTNBio aprovou em 2010 o milho geneticamente modificado com genes cry
e vip combinados, o milho Bt11xMIR162x GA21 que contém o0s genes crylAb e
vip3Aa20 (BRASIL, 2006). De acordo com esse trabalho € uma mistura eficaz no
controle de S. frugiperda, mas a CTNBio também liberou por exemplo o milho
MON890347NK603 que contém os eventos crylA105 e cry2Ab (BRASIL, 2006),
mas para S. frugiperda as toxinas CrylA ndo sao eficazes, pois esta espécie
apresenta uma tolerancia natural as toxinas CrylA, também liberou em 2009 o
algodao com os eventos “Bt” crylAc e crylF, segundo esse trabalho S. frugiperda
apresenta tolerancia a toxina CrylAc. Portanto, essas culturas geneticamente
modificadas néo deveria, serem consideradas um OGM piramidado, por tanto, os

agricultores que plantarem esse milho ndo deveriam reduzir a sua area de refugio.
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6. Conclusoes

A proteina Vip3Aa é mais eficiente do que as proteinas Cryl no controle de
Spodoptera frugiperda.

A combinacdo da proteina Vip3Aa com a CrylAb, em baixas concentracdes
das duas proteinas, mostra-se promissora para a transformacao dos genes vip3Aa e
crylAb em plantas geneticamente modificadas.

Quando a proteina Vip3Aa é combinada com a CrylCa para todas as
concentragOes testadas, e com CrylEa em altas concentracdes da Vip3Aa, essas
combina¢gdes ndo sao indicadas para a transformacédo desses genes em plantas

geneticamente modificadas.
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