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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e a capacidade de ligacdo das proteinas CrylAa,
CrylAb, CrylAc e CrylCa, de Bacillus thuringiensis, a receptores intestinais de Helicoverpa armigera.
Realizou-se andlise de ligacdo das proteinas ativadas as vesiculas de membrana da microvilosidade apical
(VMMA) do intestino médio de H. armigera, além de ensaios de competicdo heter6loga para avaliar sua
capacidade de liga¢do. CrylAc destacou-se como a proteina mais toxica, seguida por CrylAb e CrylAa.
A proteina CrylCa nao foi toxica as lagartas e, portanto, ndo foi possivel determinar os seus parametros de
toxicidade CLs, e CLyo. As proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc sdo capazes de se ligar a um mesmo receptor
nas membranas intestinais, o que aumenta o risco do desenvolvimento de resisténcia cruzada. Portanto, a
utilizagdo conjunta dessas proteinas deve ser evitada.

Termos para indexagao: Bacillus thuringiensis, manejo da resisténcia, manejo integrado de pragas, piramidagao
de genes, proteinas inseticidas, vesiculas de membrana.

Toxicity and binding capacity of Cry1 proteins to Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) intestine receptors

Abstract — The objective of this work was to evaluate the toxicity and the binding capacity of the CrylAa,
CrylAb, CrylAc, and CrylCa proteins, from Bacillus thuringiensis, to Helicoverpa armigera intestine
receptors. Binding analysis of the activated proteins to the brush-border membrane vesicles (BBMV) in
the midgut of H. armigera, besides heterologous competition assays to evaluate their binding capacity, was
performed. CrylAc stood out as the most toxic protein, followed by Cryl1Ab and CrylAa. The Cry1Ca protein
had no toxicity to the caterpillars and, therefore, it was not possible to evaluate its LCs, and LCy, toxicity
parameters. The CrylAa, CrylAb, and Cry1Ac proteins are able to bind themselves to the same receptor in the
midgut membrane, which increases the risk of developing cross-resistance. Therefore, the use of these proteins
together should be avoided.

Index terms: Bacillus thuringiensis, resistance management, integrated pest management, gene pyramiding,
insecticidal proteins, brush-border membrane vesicle.

Introduciao impacto economico (Liao et al., 2002; Ibargutxi et al.,

2008; Zhang et al., 2013), ¢ a severidade do ataque esta

A introdugdo da praga exotica Helicoverpa
armigera Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil
fez com que medidas emergenciais fossem tomadas
para o seu controle. Produtores de algoddo no Sul da
Babhia tiveram 80% de suas planta¢des destruidas por
essa praga (Czepak et al., 2013), que, por ser altamente
polifaga, também atacou outras culturas na regido
Nordeste, Centro-Oeste ¢ Sul do Pais (Avila et al.,
2013; Specht et al., 2013). Na Australia, na India e na
China, H. armigera ¢ considerada a praga de maior

relacionada a seu habito alimentar polifago, a sua boa
capacidade de dispersdo e a sua adaptagdo a diferentes
ambientes (Tay et al., 2013; Leite et al., 2014).

Os impactos ambientais, bem como o
desenvolvimento de resisténcia aos produtos quimicos
utilizados para o controle de lepidopteros-praga, tém
aumentado o interesse por formas alternativas de
controle, como o controle bioldgico com a bactéria
Bacillus thuringiensis. Além disso, também ¢ grande
o interesse por transgénicos com genes codificadores
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de proteinas dessa bactéria, toxicas a H. armigera,
especialmente em paises como China, Austrélia e India
(Liao et al., 2002; Zhang et al., 2013).

As chamadas proteinas Cryl apresentam forma de
cristais e sdo produzidas por B. thuringiensis em sua
fase esporulante (Schnepf et al., 1998). Essas proteinas
sdo amplamente utilizadas na agricultura, na forma de
bioinseticidas ou em plantas transgénicas, e apresentam
tamanho de aproximadamente 135 kDa, ¢ 60 kDa
apos clivagem, que € um processo fundamental para o
desencadeamento de uma série de passos necessarios
para sua ativacdo. A ligagao das proteinas aos receptores
presentes nas microvilosidades do meséntero larval do
inseto (Vachon et al., 2012) ¢ um passo essencial para
conferir toxicidade a essas proteinas.

As proteinas das familias Cryl (CrylAa, CrylAb e
CrylAc) e Cry2 (Cry2Aa) apresentam bons graus de
toxicidade a H. armigera (Li & Bouwer, 2012, 2014).
No entanto, dados da suscetibilidade de populagdes
brasileiras da praga a proteinas Cry sdo praticamente
inexistentes, o que torna estudos que objetivam
estabelecer estratégias para seu controle imprescindiveis.
Uma dessas estratégias visa ao desenvolvimento de
plantas transgénicas piramidadas, para as quais se deve
encontrar a melhor combinacao possivel entre as toxinas
a serem utilizadas. Além disso, proteinas diferentes
podem se ligar a um mesmo receptor intestinal, em
diversas espécies de lepidopteros-praga (Karim et al.,
2000; Hernandez-Rodriguez et al.,, 2013). Assim,
estudos de competicdo dessas proteinas pelos sitios
de acdo no intestino dos insetos sdo importantes para
subsidiar estratégias de controle efetivas para a praga.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade
e a capacidade de ligacdo das proteinas CrylAa,
CrylAb, CrylAc e Cryl1Ca, de Bacillus thuringiensis,
a receptores intestinais de Helicoverpa armigera.

Material e Métodos

Foram avaliadas as proteinas CrylAa, CrylAb,
CrylAc e CrylCa de B. thuringiensis. Para a produgio
dessas proteinas, seus respectivos genes foram
clonados, separadamente, em linhagens recombinantes
de Escherichia coli XL-1 Blue, que expressava apenas
uma dessas proteinas. Os clones foram cedidos pelo
Dr. Ruud A. de Maagd (Plant Research International,
Wageningen, Holanda).

Os procedimentos para o cultivo dos clones e para
obter a expressdo de cada proteina foram realizados

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.50, n.11, p.999-1005, nov. 2015
DOI: 10.1590/S0100-204X2015001100002

de acordo com protocolo descrito por Herrero et al.
(2004). Utilizou-se o meio de cultivo “terrific broth”
(TB) (12 g de triptona, 24 g de extrato de levedura,
2,31 g de KH,PO,, 12,54 g de K,HPO,, 4,0 mL de
glicerol e g.p.s. 1.000 mL), sélido, na primeira etapa
de cultivo, e liquido, nas etapas posteriores. Ja a etapa
de crescimento dos clones foi feita sob incubacédo, a
28°C, e agitagdo a 200 rpm, por 60 horas. As células
cultivadas foram coletadas apos centrifugagdo a 7.000
rpm por § min.

Para o rompimento celular, foi utilizado tampao
50 mmol L' de Tris/HCI, pH 8,0, contendo 5,0 mmol L-!
de EDTA e 100 mmol L' de NaCl com lisozima (800
pug g' de pellet). A suspensio foi tratada com
desoxicolato de sodio (sal sodico do acido desoxicolico)
e solugdo de DNAse I (1,0 mg mL"'). A etapa de
lavagem foi realizada, por trés vezes, com 20 mmol L™
de Tris/HCI, pH 7,5, contendo 1,0 mol L' de NaCl, e
com 1% de Triton X-100. Em seguida, procedeu-se a
trés lavagens com solugdo salina tamponada contendo
fosfato: 10 mmol L' de Na,HPO,/KH,PO,, pH 7.4,
dissolvidos a 0,8% (p/v) NaCl. A solubilizagdo das
proteinas foi realizada em tampao 50 mmol L' de
NaHCOs, pH 10,0, contendo 100 mmol L' de NaCl
e 10 mmol L' de DTT, com incubagdo por 3 horas,
a temperatura ambiente, sob agitacao horizontal. Para
a coleta do sobrenadante com a proteina de interesse
solubilizada, realizou-se centrifugacdo a 15.000 rpm, a
4°C, por 15 min. O sobrenadante coletado foi filtrado
em membrana de poliestireno de 0,45 mm.

A expressdo das proteinas foi avaliada em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de soédio
(SDS-Page) 12% (Laemmli, 1970). As proteinas
visualizadas no gel foram quantificadas pelo programa
ImageQuant TL, versdo 8.1 (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido), por meio
de uma curva de calibra¢do da densitometria, com uso
de albumina de soro bovino (BSA) como padrao de
referéncia da concentracdo final.

Para a realizacdo dos bioensaios de toxicidade,
foram utilizadas lagartas neonatas de H. armigera de
uma populagdo oriunda de Luis Eduardo Magalhaes,
BA. A populagdo foi coletada em campo, na cultura
do feijoeiro, em 2013, e foi mantida em laboratorio.
As lagartas utilizadas estavam na décima primeira
geracao.

A analise de toxicidade foi realizada com todas as
proteinas, exceto com a CrylCa, que ndo apresentou
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eficiéncia em ensaios preliminares. Nesses ensaios, foi
utilizada uma concentracédo alta, de 1.000 ng cm?2, de
cada toxina. Para a obtencdo das concentragdes letais
médias (CLsoe CLo), foram testadas seis concentragoes,
nos intervalos de: 39,06-1.250 ng cm™ de CrylAa;
6,25-200 ng cm? de CrylAb; e 0,75-48 ng cm? de
CrylAc. O experimento foi realizado com a aplicacdo
de 50 uL do extrato proteico na superficie da dieta
artificial semissolida (Liao et al., 2002), em placas de
poliestireno com 128 pogos (Cell Wells, Corning Inc.,
Corning, NY, EUA). Para cada concentracdo, foram
utilizadas 50 lagartas neonatas, distribuidas em duas
repeticoes de 25 lagartas cada uma. As lagartas foram
acondicionadas individualmente em cada pogo das
placas de bioensaio. A testemunha foi composta pelo
tampdo de solubilizagdo (50 mmol L' de NaHCO;,
pH 10,0, com 100 mmol L' de NaCl + 10 mmol L' de
DTT) das proteinas Cry.

Os tratamentos foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (26£2°C) e fotoperiodo de
14 horas de luz: 10 horas de escuro. A mortalidade foi
avaliada aos 7 dias apos a aplica¢do dos tratamentos,
e a CLs, foi determinada por meio da analise de Probit
(Finney, 1971), com auxilio do programa Polo-PC
(LeOra Software, Petaluma, CA, EUA).

Lagartas de quarto instar de H. armigera foram
dissecadas de acordo com Escriche et al. (1995), e as
vesiculas de membrana da microvilosidade apical do
intestino (VMMA) foram preparadas pelo método de
precipitacdo diferencial de magnésio (Wolfersberger
et al.,, 1987). A concentragdo proteica nas VMMA,
em cada preparagdo, foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976).

O processo de purificagdo das proteinas seguiu o
principio da troca catidnica, com uso de coluna HiTrap
(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire,
Reino Unido). Para a ativagdo das proteinas, utilizou-
se a tripsina pancreatica bovina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) a 10%. As proteinas ativadas foram
marcadas com biotina, com uso do kit ECL Protein
Biotinylation Module (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido), de acordo com as
instrugoes do fabricante.

Para o ensaio de ligacdo, 100 ng de toxinas marcadas
com biotina foram incubadas por 1 hora com as VMMA
(20 pg), em 100 uL. de tampdo de ligagdo (tampdo
fosfato: 8,0 mmol L' de Na,HPO,, 2,0 mmol L' de
KH,PO,, 150 mmol L' de NaCl a pH 7,5 ¢ 0,1% de

BSA). Os ensaios de competicdo heterdloga foram
realizados como descrito por Fernandez et al. (2006).
Para tanto, as incubagdes foram realizadas com
as toxinas ndo biotiniladas, colocadas em excesso
(0, 40, 200 e 1.000 x), em 100 pL! de tampdo de
ligacdo (PBS 1X a pH 7.4, e Tween 20 a 0,1% v/v), a
temperatura ambiente, durante 1h30 min.

As VMMA foram lavadas duas vezes, com 500 uL
de tampao de ligacdo, e ressuspendidas em 10 pL de
agua Milli-Q estéril e 5,0 uL. de tampao de amostra
de eletroforese (Laemmli, 1970). As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 9%
e, em seguida, transferidas para uma membrana de
nitrocelulose Hybond ECL, (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido). As toxinas
nas membranas foram detectadas com o anticorpo
conjugado com estreptavidina-fosfatase alcalina
(Roche, Basel, Suica) em TBS (0,05 mmol L' de
Tris-HCI, 0,15 mmol L' de NaCl, pH 7,5) + Tween
20 a 0,1% (v/v), dilui¢do 1:2.000. A revelagdo foi feita
com solugdo de BCIP/NBT Liquid Substrate System
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Resultados e Discussao

Do conjunto de proteinas avaliadas, a proteina
CrylAc destacou-se como a de maior toxicidade para
lagartas neonatas de H. armigera (Tabela 1). Os valores
do intervalo de confianga da CLs, ndo se sobrepuseram;
dessa forma, pode-se afirmar que as trés proteinas
apresentaram niveis de toxicidade estatisticamente
diferentes. A proteina CrylAc foi 10 vezes mais toxica
que a proteina CrylAb e aproximadamente 30 vezes

Tabela 1. Concentragdes letais médias (CLs, € CLoy) — €
respectivos intervalos de confianga a 95% de probabilidade
(entre parénteses) — das proteinas Cryl avaliadas, para
lagartas neonatas de Helicoverpa armigera™®.

Proteina CLsy(ng cm?)  CLgy(ng cm?) b+EP b GL
CrylAa (222?1@14,9) a .1971,'66—725.5544, gy LOHOIS 483 S
CrylAb (65,?—7i527,2) (423,22??38,0) 1,3420,17 3,59 3
CrylAc (5,9%’?5,0) (32,97—23995,8) 1,39+0,18 3,91* 5
Mb+EP, coeficiente angularterro-padrdo da regressdo entre as

concentragdes utilizadas das proteinas ¢ a mortalidade da lagarta; ¢ GL,
graus de liberdade. *Significativo a 5% de probabilidade pelo teste do
qui-quadrado (i?).
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mais toxica que a proteina CrylAa. Na avaliacdo da
CLyy, a proteina Cry1 Ac também foi a mais toxica, € 0s
valores do intervalo de confianca das proteinas CrylAa
e CrylAb se sobrepuseram, o que as classificou no
mesmo nivel de toxicidade.

Nao foi realizada analise de toxicidade para a
proteina CrylCa, que apresentou baixa toxicidade a
concentragéo testada em ensaio prévio (1.000 ng cm??).
Insetos tolerantes a proteinas de B. thuringiensis,
como as lagartas de Spodoptera cosmioides,
Spodoptera eridania e Spodoptera frugiperda,
tolerantes a proteina CrylAc, conseguem sobreviver
mesmo submetidos a elevados niveis de concentragao,
como o utilizado no presente trabalho (Bernardi et al.,
2014).

Resultados semelhantes de toxicidade foram
relatados em populagdes do Sul da Espanha, por
Avilla et al. (2005). Os autores observaram que a
proteina CrylAc4 foi mais toxica que a Cry2Aal.
Em populagdes da Africa do Sul, a proteina CrylAc
aparece novamente como a mais toxica, seguida das
proteinas Cry2Aa, CrylAb e CrylAa (Li & Bouwer,
2012).

Bird & Akhurst (2007) relataram grande variagdo
da CLs, para a proteina CrylAc, com valores de 23,3
a 107,6 ng cm?. Liao et al. (2002) reportaram valor
de CLs, de 115 ng em?, para Cryl Ac, que é 13 vezes
menos toxico que os observados no presente trabalho.
Essa variacdo pode estar relacionada a existéncia de
populagodes resistentes na Australia (Tabashnik et al.,
2013).

Uma vez que ocorrem variagdes na suscetibilidade
da praga a toxinas de B. thuringiensis, entre populacdes
diferentes, uma mesma proteina pode apresentar
maior ou menor letalidade nas diferentes populagdes
estudadas.

As trés proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc
foram capazes de se ligar aos receptores presentes
nas microvilosidades do intestino médio das lagartas
(Figura 1). Lu et al. (2013) verificaram alta afinidade de
ligacdo entre as VMMA de H. armigera e as proteinas
CrylAb e Cryl Ac. Os autores observaram, no entanto,
que o nivel de saturagdo no sitio de ligagdo ocorre com
o aumento da concentragdo das toxinas.

As proteinas avaliadas possivelmente se ligaram aos
receptores do tipo aminopeptidases (APN), fosfatases
alcalinas (ALP) e caderinas (CAD), descritos para
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diversos lepiddpteros, inclusive H. armigera (Angeluci
et al., 2008; Ning et al., 2010; Zhao et al., 2010).

A ligacdo das toxinas aos receptores ¢ um dos
determinantes para especificidade de a¢do das proteinas
Cry, mas diferentes proteinas podem competir pelo
mesmo receptor na membrana. Os resultados das
competigoes heterdlogasrevelaram o compartilhamento
do mesmo receptor entre as proteinas CrylAa, CrylAb
e CrylAc (Figura 2). A proteina ndo marcada ligou-se
aos receptores quando foi colocada em excesso, numa
concentracao de 1.000 x. Hernandez-Rodriguez & Juan
Ferré (2005) também encontram o mesmo receptor
para proteinas do grupo Cryl, em H. armigera.
Os autores constataram que proteinas marcadas com
biotina de CrylFa competiram com CrylAc e CrylJa
pelo mesmo sitio ativo.

O compartilhamento do mesmo receptor também
foi relatado para outros lepidopteros-praga: Ostrinia
nubilalis, S. frugiperda, Plutella xylostella, Diatraea
saccharalis, Heliothis virescens, Helicoverpa zea
e Pectinophora gossypiella (Ballester et al., 1999;
Karim et al., 2000; Jurat-Fuentes & Adang, 2001;
Hernandez-Rodriguez et al., 2013; Davolos et al.,
2015). Esse compartilhamento pode estar relacionado a
similaridades na sequéncia de aminoacidos, nas regides
II e III das proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc, visto
que sdo regides fundamentais e especificas para o
modo de ligacao dessas proteinas (Schnepfet al., 1998;
Pardo-Lopez et al., 2013).

Ao se considerar a auséncia de resultados de
suscetibilidade de H. armigera a proteinas de

Cryl
Aa Ab Ac
+ + +
—

Figura 1. Capacidade de ligagdo das proteinas CrylAa,
CrylAb e CrylAc, marcadas com biotina, aos receptores
de vesiculas de membrana da microvilosidade apical do
intestino médio de lagartas de Helicoverpa armigera.
O sinal positivo indica a unido das proteinas aos receptores.
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Figura 2. Resultados do ensaio de competigdo heter6loga
— por receptores intestinais de lagartas de Helicoverpa
armigera — das proteinas Cryl avaliadas. Linha 1, CrylAa
marcada e Cryl Ac ndo marcada; linha 2, CrylAa marcada
e CrylAb ndo marcada; e linha 3, CrylAb marcada e
CrylAc ndo marcada. Os valores 0 x, 40 x, 200 x e 1.000 x
representam a quantidade de vezes que a proteina nado
marcada foi colocada em excesso.

B. thuringiensis no Brasil, o presente trabalho apresenta
uma linha basica de suscetibilidade dessa praga a
proteinas Cry1. Além disso, o relato da competigdo das
proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc por um mesmo
sitio tem implicacdes importantes na constru¢ao de
plantas piramidadas, em que proteinas Cryl devem ser
preferencialmente combinadas com outras classes de
proteinas, como a Cry2.

Conclusoes

1.A proteina CrylAc é a mais toxica para
Helicoverpa armigera, seguida das proteinas Cryl Ab
e CrylAa, enquanto a proteina CrylCa ndo apresenta
toxicidade a praga.

2. As proteinas CrylAa, CrylAb e CrylAc sdo
capazes de se ligar aos receptores da membrana do
intestino médio de H. armigera, mas compartilham
entre si 0 mesmo receptor, o que indica que a utilizagao
conjunta dessas proteinas deve ser evitada.
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