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Resumo — O objetivo deste trabalho foi caracterizar o gene vip34 de Bacillus thuringiensis e verificar a
toxicidade da proteina Vip3Aa50 a larvas da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) e da lagarta-da-soja
(Anticarsia gemmatalis). O gene vip3A foi amplificado por PCR, com iniciadores especificos, e gerou um
fragmento de 2.370 pb. Esse fragmento foi clonado em vetor pPGEM-T Easy e, em seguida, sequenciado,
subclonado em vetor de expressdo pET-28a (+) e inserido em células de Escherichia coli BL21 (DE3).
A expressao da proteina Vip3Aa50 foi induzida por isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), visualizada
em SDS-PAGE e detectada por "Western blot". Os ensaios de toxicidade revelaram alta atividade da proteina
Vip3Aa50 contra as larvas neonatas da lagarta-da-soja e da lagarta-do-cartucho, com CLs, de 20,3 e 79,6
ng cm?, respectivamente. O gene vip34a50 ¢ um novo gene da classe vip3A.

Termos para indexagdo: Anticarsia gemmatalis, Spodoptera frugiperda, controle biologico, expressdao
heterdloga, proteina inseticida vegetativa.

Characterization of the vip3A gene and toxicity of Vip3Aa50
protein to fall armyworm and velvetbean caterpillar

Abstract — The objective of this work was to characterize the vip34 gene of Bacillus thuringiensis and to
evaluate the toxicity of Vip3AaS0 protein to the fall armyworm (Spodoptera frugiperda) and velvetbean
caterpillar (Anticarsia gemmatalis) larvae. The gene vip3A4 was amplified by specific PCR primers, generating
a 2,370-bp fragment. This fragment was cloned into the pGEM-T Easy vector, and then it was sequenced,
subcloned into the pET-28a (+)’s expression vector, and inserted into Escherichia coli BL21 (DE3) cells. The
Vip3Aa50 protein expression was induced by isopropyl-f-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), visualized in
SDS-PAGE, and detected by Western blot. The toxicity bioassay showed a high activity of Vip3Aa50 protein
against both velvetbean and fall armyworm neonate larvae, with LCs, at 20.3 and 79.6 ng cm™ respectively. The
vip3Aa50 gene, is a new gene of vip3A class.

Index-terms: Anticarsia gemmatalis, Spodoptera frugiperda, biological control, heterologous expression,
vegetative insecticidal protein.

Introducio

A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner ¢
amplamente utilizada no controle bioldgico, ha mais
de 50 anos (Monnerat & Bravo, 2000). Os produtos
comerciais disponiveis baseiam-se em d-endotoxinas
(proteinas Cry), sintetizadas durante a esporulacdo, e
em proteinas sintetizadas durante a fase vegetativa de
B. thuringiensis (Fitiza & Berlitz, 2009).

As proteinas inseticidas vegetativas  (Vip)
apresentam enorme potencial inseticida contra pragas
insensiveis ou resistentes as proteinas Cry, pois atuam
em receptores diferentes no intestino médio do inseto
(Lee et al., 2006). Essas proteinas sdo secretadas em
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forma solivel e apresentam toxicidade a insetos de
importancia agronomica (Liu et al., 2007). As toxinas
binarias, Vipl e Vip2 atuam no controle de algumas
espécies das ordens Coleoptera (Warren, 1997) e
Hemiptera (Sampurna & Maiti, 2011); as proteinas da
familia Vip3A controlam algumas espécies da ordem
Lepidoptera (Estruch et al., 1996). Até o momento,
nao foram localizados relatos na literatura sobre a acdo
inseticida da proteina Vip4.

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis, e
a lagarta-do-cartucho, Spodoptera  frugiperda,
lepidopteros da familia Noctuidae, sdo importantes
pragas desfolhadoras da cultura da soja (Glycine max)
¢ do milho (Zea maiz) (Mendes et al., 2008; Mendonga
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etal., 2011), respectivamente. O controle destes insetos
tem sido feito basicamente com o uso de inseticidas
sintéticos e de espécies transgé€nicas que expressem
proteinas toxicas, especialmente as proteinas Cry.
As lagartas de S. frugiperda t€m apresentado alta
suscetibilidade as toxinas da classe Vip3A (Sena et al.,
2009); porém, o efeito destas proteinas a lagartas da
espécie A. gemmatalis ainda ndo foi descrito.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o gene
vip34 de B. thuringiensis e verificar a toxicidade da
proteina Vip3Aa50 a larvas de lagarta-do-cartucho e
lagarta-da-soja.

Material e Métodos

Utilizou-se o isolado 1131 de B. thuringiensis, da
colecdo do Laboratorio de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada da Unesp (Jaboticabal, SP). O
gene vip3 foi caracterizado por PCR, com iniciadores
especificos (Tabela 1) descritos por Loguercio et al.
(2002). Para verificar a presenca do gene vip34 no
1solado 1131, foram utilizadas, como controles, as
linhagens B. thuringiensis var. tolworthi HD-125
(produtora da toxina lepidoptero-especifica) e B.
thuringiensis var. tenebrionis (toxina coledptero-
especifica), provenientes do Bacillus Genetics
Stock Center, Columbus, Ohio. A linhagem padrao
lepidoptero-especifica B. thuringiensis var. tolworthi
HD-125, apresenta o gene vip34 e foi utilizada para
verificar o perfil de amplificacdo do gene vip34
do isolado I131 nas reagoes de PCR (Tabela 1). O

Tabela 1. Iniciadores utilizados no sequenciamento do gene
vip3A4 do isolado 1131 de Bacillus thuringiensis.

Iniciador  Sequéncia Nucleotideo

VIP5® direta ~ ATG ACC AAG AAT AAT ACT AAA TTAAGC
VIP2® reversa TCT GGG CAC AAT AAT TTA TCC
VIP3® direta CAG GAC ATG CAT TGATTG G
VIP6" reversa GAT CTT ACT TAA TAG AGA CAT CG
VIR® reversa GCA GGT GTA ATT TCA GTA AGT GTA GAG
61BF® direta CTC TAT GTT GAG TGA TGT AAT
61BR® reversa TCC GAC CTC ACT GCC ACT TG
61CR® reversa TGA TCC CGT ACT CGT CC

61DF® direta CGG AGA TGC TAATGT AAG G

PIF® direta CCC TACACTTTC TAATAC

P2R® reversa CCGCTTCACTTGATTCTAC

T7 direta TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

SP6 reversa ATT TAG GTG ACA CTATAG

(WLoguercio et al. (2002); ®Marucci (2010); @no presente trabalho.

controle coleoptero-especifico, B. thuringiensis var.
tenebrionis, foi utilizado como controle negativo.
Como esta linhagem foi previamente caracterizada
como nao portadora do gene vip3A4, nao foi observado
produto amplificado, comprovando que os iniciadores
somente amplificariam o gene vip3A4.

O isolado e as duas linhagens-padrao foram
multiplicados em placas de Petri, com o meio de
cultura "brain heart infusion broth" (BHIB) (HiMedia
Laboratories Pvt., Ltd., Mumbai, India), a 30°C, por 16
horas. Colonias isoladas foram inoculadas em 2 mL de
meio de cultura BHIB e mantidas a 30°C, em agitag¢ao
de 200 rpm, por 16 horas.

O DNA do isolado e das linhagens-controle foi
extraido pelo método de fervura (Letowski et al.,
2005) e submetido a amplificagdo do gene vip34, com
os iniciadores vip5 e vip6 (Tabela 1), a temperatura
de anelamento de 53°C, com a enzima "Platinum Taq
DNA_polymerase high fidelity" (Invitrogen Brasil,
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). A PCR foi realizada em
volume total de 25 pL, com: 150 ng de DNA, 1 U de
enzima "Platinum Taq DNA polymerase high fidelity",
1 X "high fidelity PCR buffer" (Invitrogen Brasil,
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), 2 mmol L' MgSO,, 10
pmol do iniciador vip5, 10 pmol do iniciador vip6,
0,2 mmol L' de mistura de dNTP, e agua destilada
deionizada estéril (q.s.p 20 pL). Foram utilizadas as
seguintes temperaturas e tempos de incubacgdo: 94°C,
por 2 min; 30 ciclos de 94°C, por 1 min; 53°C, por 1
min; 68°C, por 2 min; 68°C, por 5 min; e 4°C, até a
utilizacdo da amostra.

O gene vip34 completo, amplificado a partir do
isolado 1131, foi inserido no vetor pGEM-T Easy
(Promega, Madison, WI, EUA), segundo instrucdes
do fabricante. O produto da reagdo de ligacdo foi
utilizado para transformar células competentes de
Escherichia coli DH10B pelo método de choque
térmico (Hanahan et al., 1983). Os clones foram
sequenciados com o reagente "Big Dye Terminator"
v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA),
em um sequenciador automatico ABI 3100 (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Para obten¢ao
da sequéncia completa do gene, foram utilizados
iniciadores especificos com anelamento ao longo do
gene (Tabela 1). A sequéncia-consenso do gene foi
gerada com uso da ferramenta Phred/Phrap/Consed
(Ewing & Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon
et al.,, 1998) e comparada a outros genes vip3A4, por
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meio da “basic local alignment search tool” (Blast),
com o algoritmo BlastX, a partir do banco de dados
da National Center for Biotechnology Information
(2013).

Uma sequéncia de nucleotideos com 2.370 pb, que
codificou 789 aminoacidos, foi submetida ao banco de
dados GenBank (National Center for Biotechnology
Information, 2013). Esta sequéncia recebeu o niumero
de acesso JQ946639 ¢ foi enviada ao banco de
dados Bacillus thuringiensis Toxin Nomenclature
(Crickmore et al., 2012), para classificagdo, no qual
recebeu a denominacdo de gene vip34a50. Para a
expressao heterdloga, o gene vip34 do isolado 1131
foi subclonado no vetor pET-28a (Novagen, Itapira,
SP), a partir do vetor pGEM-T Easy. O vetor de
expressdo foi clivado com a enzima Notl (Fermentas,
Saint-Rémy-les-Chevreuses, Franca) e desfosforilado
com a enzima fosfatase alcalina (Fermentas), de
acordo com as condigdes do fabricante. A clonagem,
neste sitio de restrigdo, propiciou a fusdo de uma
hexa-histidina a por¢do N-terminal da proteina
Vip3Aa50. Em seguida, o vetor foi purificado com o
kit QIAquick PCR purification (Qiagen, Valencia, CA,
EUA). O gene vip34 foi retirado do vetor pGEM-T
Easy com a enzima Notl (Fermentas), visualizado em
gel de agarose a 0,8%, excisado do gel e purificado
com o kit PureLink (Invitrogen Brasil Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil). A reagdo de ligagao do inserto ao vetor
pET-28a (+) (Novagen) foi realizada em volume total
de 20 uL, com: 100 ng do inserto, 25 ng do vetor, 3
U T4 DNA ligase (Promega, Madison, WI, EUA), 1X
"rapid ligation buffer" e dgua deionizada estéril (q.s.p.
20 pL), seguida de incubacdo a 4°C por 16 horas.
O produto desta reacao foi utilizado para transformar,
por choque térmico, células de expressao competentes
de E. coli BL21 (DE3) (Hanahan et al., 1983). O DNA
plasmidial dos clones foi extraido (Sambrook & Russel,
2001), e a selegao do clone com o inserto subclonado
foi feita por resisténcia a canamicina; a confirmacao
da orientagao correta foi realizada por sequenciamento
com o iniciador T7 (Sanger et al., 1977).

Os clones de E. coli BL21 (DE3) portadores do gene
vip3A foram cultivados em meio so6lido, suplementado
com canamicina (50 ug mL"'). Uma col6nia isolada
foi inoculada em 20 mL de pré-cultura e multiplicada
a 37°C, em agitagdo a 250 rpm por 16 horas.
Em seguida, 1,5 mL de pré-cultura foi transferido para
250 mL de meio LB liquido, que continha canamicina

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.48, n.9, p.1220-1227, set. 2013
DOI: 10.1590/S0100-204X2013000900005

C.S. Figueiredo et al.

(50 ug mL1), e foi incubado a 37°C, a 250 rpm, até
atingir D.O.¢ entre 0,6-0,8. A concentragdo final de
0,5 mmol L' de IPTG foi adicionada a cultura, que foi
mantida a 22°C, a 200 rpm por 16 horas, para a indugao
da expressao. A temperatura utilizada na expressao da
proteina Vip3 Aa50 foi de 22°C, apesar de a temperatura
ideal de crescimento da bactéria E. coli ser 37°C; a essa
temperatura, a proteina seria expressa em corpos de
inclusdo, o que a tornaria insoluvel. Optou-se, portanto,
por reduzir a temperatura para 22°C, ap6s a indugdo
por IPTG; a esta temperatura, a proteina é encontrada
na forma solivel, que representa mais adequadamente
a caracteristica da proteina e facilita a sua recuperacao
no processo de extragdo. As células de E. coli BL21
(DE3) foram coletadas por centrifugacdo a 17.400 g
por 20 min. Os sedimentos foram ressuspensos em
tampao-fosfato (20 mmol L' + 0,5 mol L' NaCl,
pH 7,4), 3 mg mL"! lisozima, ¢ 0,01 mg mL"' DNAse, ¢
incubados a 37°C, com agitacao de 100 rpm por 30 min.
Em seguida, as amostras foram submetidas a sonicagao
a 60 W por 60 s, por duas vezes, com 10 s de pausa.
As amostras foram centrifugadas a 17.400 g, a 4°C por
30 min, e os sobrenadantes foram armazenados -20°C,
até utilizagdo.

A expressao proteica foi confirmada por meio da
analise em gel SDS-PAGE a 12%, conforme Laemmli
(1970), por meio do equipamento para eletroforese
vertical Mini Protean II (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, EUA). Foram aplicadas aliquotas do
lisado bacteriano das culturas induzida e ndo induzida.
A concentragdo da proteina induzida foi quantificada
por densitometria, pelo programa Bionumerics
(Applied-Maths, Austin, TX, EUA).

O "Western blot" (Towbin et al., 1979) foi realizado a
partir de gel SDS-PAGE a 12%, em amostras de cultura
induzida e ndo induzida, com o marcador "Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder" (Fermentas).
Para a deteccdo da proteina Vip3Aa50, com cauda de
histidina, utilizou-se o anticorpo monoclonal primario
antipoli-histidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e o anticorpo secundario anti-IgG conjugado
com peroxidase (GE Health Care Bio-Sciences,
Piscataway, NJ, EUA), para o reconhecimento do
anticorpo primario ligado a proteina. A revelagdo foi
realizada com Sigmafast DAB (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA).

Nos bioensaios para avaliacdo da toxicidade da
proteina Vip3Aa50, foram utilizadas larvas neonatas,
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provenientes de criacdo massal (SGS Gravena Ltda.,
Jaboticabal, SP). Os bioensaios foram realizados
em condi¢des climaticas controladas: temperatura
de 254+2°C, umidade relativa do ar de 70%+10%, e
luminosidade de 14 horas de luz por 10 horas de escuro.

A pro-toxina Vip3AaS0 obtida do isolado 1131 de
B. thuringiensis foi diluida em solug@o tampao-fosfato
20 mmol L, em volume de 50 uL, e aplicada sobre
a dieta artificial (Praga et al., 2004), em placas de
poliestireno de 128 pogos, nos quais foi colocada
uma lagarta neonata por poco. Avaliaram-se as
concentragdes 0, 5, 15, 30, 50, 150, 500 ¢ 1.500 ng cm?,
para S. frugiperda, e 0, 12, 25, 50, 100, 200 e 1.000
ng cm?, para A. gemmatalis. Para ambas as espécies,
forma aplicados 50 pL de tampao-fosfato 20 mmol L,
como controle negativo.

Utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, com quatro repeti¢des ¢ 16 lagartas
por repeticao. A mortalidade foi avaliada no sétimo dia
apos a exposicao das lagartas a dieta com a proteina
inseticida vegetativa. As concentragdes letais para 50
e 90% das lagartas (CLs, e CLy) foram estimadas por
meio da analise "probit", com o programa de estatistica
Polo-PC (LeOra Software, Berkeley, CA, EUA).

Resultados e Discussao

A sequéncia de aminoacidos obtida da expressao do
gene vip3Aa50 apresentou 99% de similaridade com as
sequéncias Vip3Aa7, Vip3Aal0, Vip3Aall, Vip3Aal2,
Vip3Aal5, Vip3Aa2l, Vip3Aa33, Vip3Aa34,
Vip3Aa36 e Vip3Aa37, depositadas nos bancos de
dados GenBank (National Center for Biotechnology
Information, 2013) e Bacillus thuringiensis Toxin
Nomenclature (Crickmore et al., 2012). As diferengas
ocorreram por substituigdes dos aminoacidos Thr* por
Asn e de Asp® por Asn.

A sequéncia de aminoacidos da proteina Vip3Aa50
apresentou 99% de similaridade com a proteina
Vip3Aal. As substituigdes de bases na sequéncia de
nucleotideos do gene levaram a troca dos aminoacidos
Thr? por Asn, Asp® por Asn, Lys* por Cys. A sequéncia
obtida apresentou, ainda, 98% de similaridade com a
proteina Vip3Aal4, cujo gene foi sequenciado a partir
de uma linhagem de B. thuringiensis var. tolworthi.
As substitui¢des de aminoacidos, neste caso, levaram
a troca dos seguintes aminoacidos: Thr? por Asn; Asp®
por Asn; Glu?' por Gly; Thr*?® por Pro; Phe?”™ por Ser;

323 358 401

Ala? por Leu; Leu*® por Pro; Lle**® por Val; Cys*! por
Gly; Glu*®por Gly; Cys*” por Pro; Thr*'! por Pro; Ser**
por Lys; Asn® por Thr; Met”> por Lle; Phe’ por Leu;
GIn™' por Gly; Tyr’’® por Asn; e His” por Lys.

As substituicdes de aminoacidos evidenciam a
presenca de novos alelos da classe Vip3Aa (Crickmore
et al., 1998). A alteracdo de aminoacidos pode causar
efeito significativo sobre a atividade inseticida das
toxinas, conforme observado por Shen et al. (2009).
Estes autores relataram que as poucas substituicdes
de aminoacidos nas proteinas Vip3Aa26 e Vip3Aa27
acarretaram  diferentes  atividades  inseticidas.
A proteina Vip3Aa27 apresentou potencial inseticida
contra as espécies Trichoplusia ni, Spodoptera
exigua ¢ Helicoverpa armigera; a Vip3Aa26 somente
apresentou atividade contra as lagartas da espécie 7. ni,
o que indica que proteinas de mesma subclasse podem
expressar mecanismos de acgdo diferentes.

A regido N-terminal das proteinas Vip3 ¢é altamente
conservada; assim, as diferencas entre as sequéncias
de aminoacidos observadas nas proteinas desta familia
encontram-se principalmente na regido C-terminal
(Wu et al., 2007). A proteina Vip3Aa50 apresenta
poucas mutagdes em sua regido N-terminal, em
comparagao a outras proteinas Vip3Aa, o que também
foi observado por Sauka et al. (2013), para as proteinas
Vip3Aa40 e Vip3Aa4l.

A diversidade observada na familia de proteinas Vip
¢ atribuida a mutagdes, que ampliaram o espectro de
acao sobre os insetos da ordem Lepidoptera (Wu et al.,
2007). Assim, as mutagdes observadas na proteina
Vip3Aa50 podem ter resultado em um espectro de
acdo diferente daquele que € apresentado por outras
proteinas da subclasse Vip3Aa. Selvapandiyan et al.
(2001) realizaram a delecdo de codons na regido
N-terminal e na regido C-terminal do gene vip34a9 em
ensaios isolados. A expressao heterdloga das proteinas
em E. coli, permitiu constatar a alteracdo da atividade
inseticida da proteina. A delegdo de aminoacidos na
regido N-terminal ndo afetou a toxicidade contra as
larvas de Chilo partellus, mas reduziu a toxicidade
contra a Spodoptera litura. Além disso, a delecao de
aminoacidos da regido C-terminal reduziu a toxicidade
daproteinaa C. partellus e a extinguiu contraa S. litura.
Estes resultados indicam uma resposta individual de
cada espécie a acao de uma dada toxina, conforme sua
composi¢do de aminoacidos.
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O gene vip3A4a50 sequenciado foi subclonado com
sucesso, a partir do vetor pGEM-T Easy no vetor
de expressdo pET-28a (+). A expressdo proteica na
cultura induzida foi confirmada pela formagdo de
uma banda de aproximadamente 88,5 kDa, o que era
esperado para a proteina Vip3Aa50, conforme descrito
por Estruch et al. (1996) (Figura 1). A expressao da
proteina Vip3Aa50 foi confirmada no "Western blot"
(Figura 2). O reconhecimento da hexa-histidina ligada
ao N-terminal da proteina Vip3Aa50 propiciou a
reacdo com o anticorpo antipoli-histidina e evidenciou
a expressdo em ambas as culturas, que foi mais
pronunciada na cultura induzida. A expressdo basal
do gene vip34a50 na cultura ndo induzida se justifica
pelo fato de ocorrer, mesmo na auséncia de IPTG,

100 kDa

70 kDa

Figura 1. Gel SDS-PAGE do lisado bacteriano de
Escherichia coli, portadora do vetor pET-28a com o gene
vip34a50. M, marcador de massa molecular (kDa); 1,
lisado de E. coli obtido da cultura induzida; 2, lisado de E.
coli obtido da cultura ndo induzida, com uma proteina de
aproximadamente 88,5 kDa.
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uma indugdo ocasionada pela expressao da T7 RNA
polimerase do promotor lacUVS, presente na cepa
bacteriana E. coli BL 21 (DE3), utilizada como
hospedeira para expressdo da proteina Vip3AaS0
(Studier & Moffatt,1986).

A pro-toxina Vip3Aa50 apresentou alta toxicidade
para ambas as espécies de lagartas testadas (Tabela 2).
Porém, pela avaliacdo dos valores de CLs, e CLy,
verificou-se que as lagartas da espécie 4. gemmatalis
foram mais suscetiveis que as de S. frugiperda.
A atividade inseticida da proteina Vip3AaS0, dada
pela CLs, foi cerca de quatro vezes maior contra
A. gemmatalis. Para CLy, a diferenca foi ainda mais
pronunciada, com eficicia nove vezes maior para o
controle de A. gemmatalis. O tratamento controle

100 kDa

70 kDa R s 88 5 (D

Figura 2. "Western blot" do lisado bacteriano de E. coli
portadora do vetor pET-28a com o gene vip34a50. M,
marcador de massa molecular (kDa); 1, lisado de E. coli
obtido da cultura induzida; 2, lisado de E. coli obtido da
cultura ndo induzida. Observa-se em 1 e 2 a reacdo da
proteina de aproximadamente 88,5 kDa com o anticorpo
anti-6xHis.
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negativo, com tampao-fosfato 20 mmol L', ndo causou
mortalidade as larvas de nenhuma das espécies.

Resultados semelhantes foram observados por
outros autores para S. frugiperda. Sena et al. (2009)
que relataram CLs, de 49,3 ng cm™ da proteina Vip3A,
proxima a encontrada no presente estudo. Chakroun
et al., (2012) observaram CLs, de 340 ng cm?
da pro-toxina Vip3Aal6, quatro vezes superior a
encontrada no presente estudo, e dentro dos limites da
CLy aqui descrita. Fang et al. (2007) obtiveram maior
eficacia de Vip3Aal, com CLs, de 6,9 ng cm™ para a
Vip3Aal, valor cerca de 11 vezes menor do que os
obtidos aqui.

A toxicidade das proteinas as espécies de
insetos-praga pode variar em razdo de diferentes
fatores, como o mecanismo de ativagdo da pro-toxina
em toxina (Chakroun et al., 2012), ou altera¢des nos
receptores da membrana do epitélio intestinal do inseto
(Ferré & Van Rie, 2002). A protedlise de pro-toxinas
com o suco gastrico de larvas de diferentes espécies
pode acarretar diferencas no tempo de ativagdo,
tamanho de fragmentos gerados in vitro e na atividade
inseticida das toxinas in vivo, conforme o observado
por Chakroun et al. (2012) em lagartas de S. frugiperda
e S. exigua, e por Abdelkefi-Mesrati et al. (2011) em
lagartas Anagasta kuehniella e Spodoptera littoralis.
A acdo da toxina pode ser diferenciada no receptor, de
acordo com Bergamasco et al. (2013), com a parcial
competi¢ao das proteinas Vip3Aa e Cryllal0 em
Spodoptera eridania.

Sena et al. (2009) analisaram a toxicidade e a
interagdo de ligacdo das proteinas Vip3Aa, Vip3Af,
CrylAb e CrylFa a vesiculas de membrana de
borda, na escova do epitélio intestinal (BBMVs) de
S. frugiperda. Nos ensaios de toxicidade, os autores
constataram que as proteinas Vip3 foram mais efetivas

Tabela 2. Suscetibilidade de larvas neonatas de Spodoptera
frugiperda e Anticarsia gemmatalis a pro-toxina Vip3Aa50.

Espécie CLs, CLy b+erro-padrdo X?
(ng cm?)
S. frugiperda 79,6 547,5 1,5+0,2 1,660
(51,1-129,6) (289,4-1630,8)
A. gemmatalis 20,3 62,7 2,6£0,5 0,738
(14,5-27,5) (43,5-116,8)

(MAvaliada por meio das concentragdes letais para 50 e 90% das lagartas
(CLs e CLgp), estimadas por meio da analise probit. Valores entre parénteses
referem-se ao intervalo de confianga, a 95% de probabilidade. b, coeficiente
angular da reta; X2, valores do teste qui-quadrado, entre a mortalidade
esperada com o uso das proteinas e a observada no tratamento controle.
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no controle das lagartas do que as proteinas Cryl, e os
valores de CLs, foram de 49,3 ng cm?para Vip3Aa, de
21 ng cm? para Vip3Af, de 867 ng cm? para Cryl Ab
e de 170 ng cm? para CrylFa. Estes resultados sdo
corroborados pelos encontrados no presente trabalho,
em que a CLs, da proteina Vip3AaS0 foi bem superior
a encontrada pelo autor para a CrylAb e Cry1Fa.

Nao foram encontrados estudos com proteinas
Vip3A na lagarta-da-soja. O controle desta espécie
foi descrito principalmente com uso de isolados que
expressavam as toxinas Cryl (Gobatto et al., 2010),
Cry2 e Cry9 (Fiuza et al., 2012).

Estudos referentes a composicao, a fungao (avaliada
por delecdes ou fusdo de aminoacidos) e ao efeito
toxico das proteinas Vip3 podem contribuir para
aumentar a eficacia do controle de pragas e retardar
a selecdo de resisténcia a toxinas de B. thuringiensis.
A elevada atividade inseticida da proteina Vip3AaS0
do isolado 1131, relatada no presente estudo, torna este
isolado um excelente candidato a fonte do gene vip34,
para emprego em plantas transgénicas piramidizadas
com genes cry.

Conclusoes

1. O gene vip3A4 sequenciado ¢ um novo gene da
classe vip3, que apresenta 99% de similaridade com
os ja descritos na classe das proteinas inseticidas
vegetativas.

2. Aproteina Vip3Aa50, proveniente do isolado 1131
de Bacillus thuringiensis, é expressa na forma ativa e
toxica a larvas neonatas de Spodoptera frugiperda e
Anticarsia gemmatalis.

3. As lagartas de A. gemmatalis sdo mais sensiveis a
toxina Vip3Aa50 do que as de S. frugiperda.
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