Interacao de proteinas Cry1 e Vip3A de Bacillus thuringiensis
para controle de lepidopteros-praga
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Resumo—O objetivo deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade das lagartas Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae) e Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) as proteinas Cry1 e Vip3A, bem como determinar
se ha a interac@o entre essas proteinas no controle das duas espécies. Bioensaios com as proteinas isoladas e
em combinagdes foram realizados, e as concentragdes letais CLs, € CLo, foram estimadas para cada condicao.
As proteinas CrylAa, CrylAc e Vip3Af foram as mais efetivas no controle de A. gemmatalis, enquanto
CrylAc, Vip3Aa e Vip3Af foram mais efetivas no de C. includens. As proteinas Cryl Ac e CrylCa causaram
maior inibi¢do do desenvolvimento das larvas sobreviventes a CLs,, em ambas as espécies. Combinagdes entre
Vip3A e Cryl apresentam efeito sinérgico no controle das espécies e a combinag¢ao Vip3Aa+CrylEa destaca-se
no controle de 4. gemmatalis ¢ C. includens. Essas proteinas combinadas sdo promissoras na construgido de
plantas piramidadas, para o controle simultaneo das pragas.

Termos para indexacao: Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens, manejo da resisténcia, piramidacao de
genes, sinergismo, soja transgénica.

Interaction of Cry1 and Vip3A proteins of Bacillus thuringiensis
for the control of lepidopteran insect pests

Abstract — The objective of this work was to evaluate the susceptibility of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae) and Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) caterpillars to Cryl and Vip3 A proteins, as well
as to determine if there is any interaction between these proteins on the control of the two species. Bioassays
with both isolated and combined proteins were carried out, and lethal concentrations LCs, and LCy were
estimated for each condition. CrylAa, CrylAc, and Vip3Af were the more effective proteins for the control of
A. gemmatalis, while Cry1Ac, Vip3Aa, and Vip3 Af were more effective for the control of C. includens. CrylAc
and CrylCa proteins caused the highest inhibition to the development of larvae that survived the LCs, dose in
both species. Different combinations of Vip3A and Cry1 have synergistic effect in the control of both species,
and the combination Vip3Aa + CrylEa showed an outstanding control of 4. gemmatalis and C. includens.
These proteins are promising for building pyramided plants for the simultaneous control of the pests.

Index Terms: Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens, resistance management, gene pyramiding,
synergism, transgenic soybean.

Introduciao biologico de insetos-praga e pode ser utilizada na
forma de bioinseticidas ou em plantas geneticamente

Bacillus  thuringiensis (Bt) é wuma bactéria  modificadas.
Gram-positiva, com  atividade inseticida a Culturas transgénicas que expressam proteinas de

diversas pragas agricolas, que pode ser encontrada
naturalmente no solo, superficie de plantas, em
insetos mortos e em graos armazenados (Bravo et al.,
1998). Em razdo de sua atividade entomopatogénica,
essa bactéria € amplamente empregada no controle

B. thuringiensis foram comercializadas pela primeira
vez em 1996 (James, 2011) e sdo comumente utilizadas
para o manejo de insetos-praga em todo o mundo. Essas
culturas necessitam de menos aplica¢des de defensivos
quimicos e permitem redugdo dos custos de produgéio,
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especificidade contra as pragas-alvo e menor impacto
sobre a biodiversidade (James, 2002). Entretanto,
apesar das vantagens, atualmente ha grande
preocupacdo com o uso generalizado de culturas
Bt, uma vez que elas podem acelerar a selecdo de
organismos resistentes (Zhang et al., 2013), quando
estratégias de manejo adequadas, como adocdo de
areas de refugio, ndo sdo utilizadas. O surgimento
da resisténcia pode estar relacionado a ligagdo das
proteinas inseticidas a receptores no intestino médio
das lagartas (Ferré & Van Rie, 2002). Alternativas
para retardar a evolucdo da resisténcia tém sido
bastante estudadas e misturas de toxinas tém sido
consideradas mais eficazes se utilizadas antes da
evolucdo da resisténcia, mesmo sob pressao de
selecdo continua (Xue et al., 2005; Bergamasco et al.,
2013).

A expressdo dos genes cry de B. thuringiensis
geralmente ocorre na fase estacionaria da célula, com
acimulo do produto na célula-mae, que ¢ liberada
durante a esporulagdo. Apos a ingestdo destas células
por larvas de insetos suscetiveis e de sua dissolucao
no lumen do intestino médio, as proteinas sao ativadas
e clivadas por proteases, o que leva a producao de
fragmentos toxicos de 60-70 kDa (Bravo et al., 2007),
divididos em duas regides estruturais distintas: a regiao
N-terminal, que contém a toxina ativa; e a regido
C-terminal.

As proteinas Vip (“vegetative insecticidal proteins’)
sdo produzidas e secretadas pelas células bacterianas
durante a fase vegetativa ¢ ndo formam inclusdes
cristalinas; por esse motivo, ¢ também por ndo
apresentarem homologia de sequéncia ou estrutural,
foram excluidas da nomenclatura das proteinas Cry.
As toxinas Vip3 atuam no controle de lepidopteros
e, para se tornarem ativas, devem sofrer a clivagem
de 199 aminoacidos na regido N-terminal (Lee et al.,
2003).

Alguns eventos de plantas piramidadas ja estdo no
mercado, como o algoddo com tecnologia WideStrike
(Dow Agrosciences), obtido por melhoramento
classico entre eventos que contém os genes crylF e
crylAc (Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga,
2009), e o milho Bt11XMIR162XGA21 (Syngenta
Seeds), que possui os genes crylAb, vip34a20 e
tolerancia a herbicida (Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranca, 2010). Recentemente, houve a
aprovacao da soja transgénica que expressa a proteina
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CrylAc e tem tolerancia ao glifosato, resultado de
melhoramento classico dos eventos MON 87701 x
MON 89788, cujo cultivo comercial foi realizado
no ano agricola 2013/2014. Este evento ¢ efetivo
principalmente para as espécies A. gemmatalis ¢
C. includens (Bernardi et al., 2012).

Anticarsia  gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Erebidae) e  Chrysodeixis  includens  Walker
(Lepidoptera: Noctuidae) sdo pragas de importancia
econOmica para a cultura da soja. Atualmente, ndo ha
relatos de estudos sobre combinagdes de toxinas de
B. thuringiensis para o controle destas espécies.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade
das lagartas Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae) e Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae), as proteinas Cryl e Vip3A, bem como
determinar se ha a intera¢ao entre essas proteinas no
controle das duas espécies.

Material e Métodos

Clones de Escherichia coli XL—1 Blue que continham
os genes cryl de B. thuringiensis foram obtidos
junto ao Plant Research International, Wageningen,
Netherlands. Estes clones sdao portadores dos genes
crylda, crylAb, crylAc, crylCa e crylEa, clonados
nos respectivos vetores de expressao pPB08, pPBD 140,
pB03, pBD150 e pBD160. Os clones de E. coli WK6
que continham os genes de B. thuringiensis vip3Aa
(National Center for Biotechnology Information,
2013c¢), vip3Ae (National Center for Biotechnology
Information, 2013b) e vip34f (National Center for
Biotechnology Information, 2013a) provieram da
empresa Bayer Crop Science (Ghent, Bélgica). Todos
os vetores possuiam genes de resisténcia ao antibiotico
ampicilina.

A producdo das proteinas Cryl foi realizada
de acordo com protocolo descrito por Herrero
et al. (2004). Para isso, os clones foram cultivados
durante 60 horas, a 28°C, com agitacdo de 200 rpm,
em meio TB (“terrific broth”) constituido de:
12 g de triptona; 24 g de extrato de levedura;
2,31 g de KH,PO,; 12,54 g de K,HPO4; 4 mL de
glicerol; q.s.p 1.000 mL; além de ampicilina
(100 pug mL'). As células cultivadas foram
coletadas por centrifugagdo por 8 min a 5.930 g.
O processo de rompimento celular foi realizado
em tampao 50 mmol L*' TrissHCI pH 8,0,
com 5 mmol L' EDTA e 100 mmol L' NaCl
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com lisozima (800 pg g!' de pellet), seguido
de lavagens com 20 mmol L' Tris/HCl pH7,5,
com 1 mol L' NaCl e 1% de Triton x 100 e solugio
salina tamponada com fosfato, 10 mmol L
Na,HPO,/KH,PO, pH 7,4, dissolvidos em 0,8%
(p/v) NaCl. Ambos os procedimentos de lavagem
foram realizados em triplicata. Como etapa final,
realizou-se a solubilizagdo das proteinas Cry em
tampdo 50 mmol L' NaHCO; pH 10,0, com
100 mmol L' NaCl e 10 mmol L' DTT (adicionado
imediatamente antes do uso), e incubag@o por 3 horas
a temperatura ambiente, em agitacao horizontal.
Essa etapa foi seguida de centrifugagdo por 15 min,
a 39.200 g, a 4°C. O sobrenadante com a pro-toxina
solubilizada foi filtrado em membrana de poliestireno
de 0,44 mm.

As proteinas Cryl foram utilizadas apds solubi-
lizagdo dos corpos de inclusio em tampao
(50 mmol L' NaHCO; pH 10,0; 100 mmol L

NaCl; 10 mmol L' DTT) conforme Herrero
et al. (2004). Para a expressao das proteinas
Vip3A, utilizou-se a metodologia descrita por

Chakroun et al. (2012), que altera a concentragdo
de isopropil-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) para
I mmol L' na indu¢do da expressdo. As proteinas
foram recuperadas por centrifugacdo, em tampao
fosfato 20 mmol L' (NaH,PO,.H,O ¢ Na,HPO,.2H,0)
pH 7,4, com 0,5 mol L' NaCl.

A expressdo de proteinas foi verificada por
eletroforese, em gel desnaturante de poliacrilamida
a 12%, que continha dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), conforme Laemmli (1970), com uso
de Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas, Vilnius, Litudnia) como marcador de
massa molecular, tendo-se seguido as recomendacdes
do fabricante.

A concentragdo das pro-toxinas Cryl e Vip3A
foi estimada por densitometria em gel de
SDS-PAGE, por meio do programa BioNumerics
(Applied-Maths), a diferentes concentragdes (0,05
a 0,8 mg mL"') da proteina soro albumina bovina
(BSA), como referéncia-padrdo de massa molecular.
Os lisados proteicos solubilizados de cada pro-toxina
foram filtrados em 0,22 umol L' ¢ armazenados a
-20°C.

Para a realizagdo dos bioensaios, utilizaram-se
os ovos de A. gemmatalis ¢ C. includens, fornecidos
pelo Laboratério de Biologia de Insetos (Esalq/Usp),
Piracicaba, SP. Utilizaram-se placas de poliestireno de

128 orificios (2 cm?) (Cell Wells, Corning Glass Works,
Corning, NY, USA) e dieta artificial adaptada conforme
Monnerat et al. (2007). Diferentes concentragdes de
pro-toxinas Cryl (0,1 a 300,0 mg mL") e Vip3A (0,5 a
600,0 mg mL") foram aplicadas a superficie da dieta,
emvolume de 50 pL.. Em seguida, larvas neonatas foram
transferidas individualmente para os pogos. Dezesseis
larvas foram testadas para cada concentragdo, tendo-
se realizado o experimento em triplicata (total de 48
larvas por concentragdo de pro-toxina). Como controle
dos ensaios realizados, utilizou-se agua destilada,
tampao de solubilizacdo das proteinas, lisado proteico
de E. coli XL-1 Blue e E. coli WK6 sem o vetor de
expressdo. Estes componentes ndo causam mortalidade
aos insetos. As placas foram acondicionadas a 25+2°C,
com umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de
14:10 horas (luz:escuro). A avalia¢do foi realizada
apos sete dias de alimentagdo continuada.

As CLs, e CLyy foram estimadas pela analise de
Probit (Finney, 1971), com uso do programa Polo-Plus
(LeOra Software, Berkeley, CA, USA), em que a
CLs, e CLy correspondem a concentragdo letal de
proteinas responsavel pela mortalidade de 50 e 90%
da populagdo, respectivamente. Os intervalos de
confianga (95%) para CLs, ¢ CLy, foram calculados,
e a ndo sobreposi¢do deste parametro foi utilizada
para detectar diferencas significativas entre as
proteinas. Avaliou-se a inibi¢do do desenvolvimento
(ID) das larvas sobreviventes a CLs, Estas larvas
foram pesadas em balanca analitica com quatro
casas decimais ¢ os valores obtidos foram aplicados
a formula ID = 100 x (média do peso das larvas da
testemunha - média do peso das larvas do tratamento)/
(média do peso das larvas da testemunha), proposta
de Huang et al. (2006). A analise de interagdo das
pro-toxinas foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Tabashnik (1992), tendo-se utilizado
como referéncia inicial a CLs, estimada previamente
para cada uma delas. A mortalidade esperada foi
estimada com a formula proposta pelo autor como,
CLs (m) =1/ [(pa/ CLs, (a)) + (pb / CLs, (b))], em
que: CLs, (m) corresponde a CLjs, esperada da mistura
de proteinas; CLs, (a) e CLs(b) sdo as respectivas
concentragdes letais para as pro-toxinas individuais;
p significa a proporc¢do de a (pa) e b (pb) na mistura.
A mesma formula foi utilizada para determinar a
interagdo das pro-toxinas com os dados obtidos para a
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CLye, desta forma, avaliar o fator de sinergismo entre
as pro-toxinas testadas para o controle das espécies.

O fator de sinergismo (FS) serve para indicar
quando ocorre a interagdo sinérgica das pro-toxinas
em combinacdo e ¢ calculado como a razdo entre a
CL esperada e a CL observada; assim: FS maior do
que 1 significa a ocorréncia de sinergismo entre as
pro-toxinas; FS menor do que 1 representa a interacao
antagonica; e FS igual a 1 ¢ indicativo de toxicidade
aditiva (Wu et al., 1994).

Resultados e Discussao

A expressao das proteinas Cryl e Vip3A, analisada
por SDS-PAGE, foi confirmada pela visualizagao de
bandas com massa molecular de aproximadamente
135 kDa, para as pro-toxinas Cryl, e 88 kDa para as
Vip3A (Figura 1). A massa molecular das pro-toxinas
Cry estd compreendida entre 130 ¢ 135 kDa (Lightwood
et al., 2000), enquanto a das pro-toxinas Vip3A ¢ de
88,5 kDa (Loguercio et al., 2002).

Em relagdo a susceptibilidade de 4. gemmatalis,
CrylAc destacou-se das demais pro-toxinas Cryl
e foi, aproximadamente, duas vezes mais toxica que
CrylAa, no que se refere aos valores obtidos para CLs,
(Tabela 1). Este resultado nao foi observado para os
valores de CLy,, que ndo diferiram significativamente.
Este resultado indica que, em concentracdes
mais elevadas, ambas as proteinas mostraram-se

MM  Vip3Aa Vip3Ae Vip3Af CrylAa CrylAb CrylAc CrylCa CrylEa
135kDa

95kDa
72kDa

Figura 1. Gel SDS-PAGE do lisado bacteriano de
Escherichia coli, com os genes vip3Aa, vip3Ae, vip3Af,
crylAa, crylAb, crylAc, crylCa e cryl Ea. MM, marcador
de massa molecular (kDa).
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igualmente efetivas no controle da espécie (Tabela 1).
O presente estudo confirma a eficiéncia da proteina
que estd presente na soja transgénica, liberada para
comercializagdo desde 2010. De modo semelhante, em
estudo conduzido por Fiuza et al. (2013) para avaliar
a suscetibilidade de 4. gemmatalis a diferentes toxinas
Cry, tanto a proteina CrylAc quanto a CrylAa foram
as mais efetivas no controle da praga, enquanto CrylEa
foi a menos eficiente.

Nao houve diferenca entre as pro-toxinas CrylAb,
CrylCae CrylEa quanto ao controle de A. gemmatalis,
pois houve sobreposicao dos valores apresentados nos
intervalos de confianca das respectivas CLsy e CLy
obtidas (Tabela 1). Essas proteinas mostraram-se
menos efetivas do que CrylAc e CrylAa no controle
da lagarta, nos valores obtidos para CLy,. Fiuza et al.
(2013) também relataram menor efetividade de Cry1Ea
em ensaios de toxicidade com 4. gemmatalis. Com
base nos valores de CLy,, Vip3Af foi a mais eficiente
no controle da espécie, tendo sido de sete a oito vezes
mais toxica do que Vip3Aa e Vip3Ae, respectivamente
(Tabela 1). Figueiredo et al. (2013) estudaram a
suscetibilidade de A. gemmatalis a proteina Vip3Aa50
e relataram uma CLs, 3,8 vezes inferior a encontrada
no presente estudo para Vip3Aa.

Nos ensaios realizados com C. includens, observou-
se que CrylAc, CrylCa e CrylEa apresentaram
maior toxicidade entre as pro-toxinas Cryl testadas

Tabela 1. Suscetibilidade e inibicdo de desenvolvimento
(ID) de larvas neonatas de Anticarsia gemmatalis as
proteinas Cryl e Vip3 de Bacillus thuringiensis.

Proteina b+EP® CLs, (IC min—max)® ID (%)® CLg, (IC min—max)®

CrylAa  4,5£0,7 1,8 (1,5-2.2) 70 3,5(2,9-4,8)
CrylAb  1,5+0,4 40 (25-107) 40 2814 (106-527,6)
CrylAc 1,603 0,75 (0,4-1,2) 85 4,6 (2,4-15,5)

CrylCa 2,1403 23,4 (16,0-32,4) 90 94,8 (62,5-196,4)
CrylEa 22403 52,2 (40,0-68,6) 75 1909 (129,0-378,3)
Vip3Aa 1,102 54(3,1-9,7) 96 72,8 (28,9-627.,2)
Vip3Ae 1,040, 5,0 (2,7-10) 90 80,0 (29,4-751,4)
Vip3Af  2,740,5 3,6 (2,6-5,3) 80 10,4 (6,6-27,7)

(MCoeficiente angular da retaterro-padrao. @Os valores de CLs, sdo
expressos em ng cm?, com 95% de intervalo de confianga (IC). ®Inibi-
¢d0 do desenvolvimento das larvas alimentadas com as doses de CLs,.
Os valores de CLy, sdo expressos em ng cm™, com 95% de intervalo de
confianga (IC). Os valores representam a média de trés réplicas de 16 larvas
por réplica (n=48).
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(Tabela 2). Em relag@o a Cry1Aa, as proteinas CrylAc,
CrylCaeCrylEaforamde 1,5 a 3,5 vezes mais toxicas,
e CrylAb foi de 2 a 4,5 vezes mais toxica.

Embora tenha-se destacado das demais proteinas,
CrylAc foi mais efetiva para A. gemmatalis do que
para C. includens. Estudos realizados com uma
linhagem transgénica de soja, que expressava altos
niveis de proteina a partir do gene crylAc, relataram
mortalidade total em lagartas de A. gemmatalis e
redugdo significativa da populag@o de C. includens, em
ensaios de suscetibilidade ¢ de alimentagao realizados
em laboratorio (Stewart Junior et al., 1996) e no campo
(Walker et al., 2000).

Com base nos valores de CLo, as pro-toxinas
CrylAc, CrylCa e CrylEa apresentaram maior
toxicidade, e seus intervalos de confianca se
sobrepuseram. Walker et al. (2000) relataram que
uma linhagem transgénica de soja com altos niveis de
proteina a partir do gene sintético crylAc ocasionou
mortalidade total em larvas de A. gemmatalis e redugao
significativa da populacdo de C. includens, em ensaios
de suscetibilidade e de alimentagdo realizados em
laboratdrio e no campo.

A pro-toxina Vip3Af foi a mais eficiente das Vip3A
no controle de C. includens, quando foram considerados
os valores de CLs, (Tabela 2). Esta eficiéncia foi
aproximadamente 25 e¢ 58 vezes maior do que as
apresentadas por Vip3Aa e Vip3Ae, respectivamente.
Todavia, de acordo com os valores apresentados na
CLy, a toxicidade de Vip3Aa e Vip3Af foi semelhante,
pois houve sobreposi¢ao dos intervalos de confianga.
Yuetal. (1997) relataram que algumas proteinas Vip3 A
podem atuar com mais eficiéncia no controle de pragas
cujas proteinas Cryl ndo apresentam o melhor controle.

Nao houve mortalidade nos insetos mantidos nos
controles, que consistiram de adgua destilada, tampao
de solubilizagdo das proteinas ou lisado proteico de
E. coli XL-1 Blue e E. coli WK6 sem o vetor de
expressao.

As proteinas CrylAc e CrylCa provocaram ID
proximos de 100% para as duas espécies, quando
alimentadas com dietas com CLs, (Tabelas 1 e 2).
Em C. includens, essa inibigdo também foi verificada
com CrylAa. Nos ensaios com A. gemmatalis, Cryl Ac
foi 20 vezes mais efetiva que Cry1Ca; porém, quando
o desenvolvimento das larvas foi avaliado, verificou-
se que CrylCa reduziu o desenvolvimento das larvas
tanto quanto CrylAc.

A inibicdo do desenvolvimento das larvas que
sobreviveram a CLs, resultou no aumento do
periodo de desenvolvimento, o que pode levar a
reducdo da populagdo de larvas, em decorréncia
da maior exposi¢do a inimigos naturais (Ashfaq
et al.,, 2011). As pro-toxinas Vip3A foram eficientes
para as duas espécies-alvo do presente estudo, com
a maior inibi¢do do desenvolvimento (ID=96%)
obtida com Vip3Aa em A. gemmatalis, ¢ a
menor (ID=70%), com Vip3Af em C. includens
(Tabelas 1 e 2).

Com base na interagdo de pro-toxinas Vip3A
e Cryl, deduz-se que, das 15 combinagdes de
proteinas avaliadas para cada espécie, somente quatro
mostraram-se promissoras para uso no controle
biologico de 4. gemmatalis, e trés para o controle de
C. includens. O desenvolvimento de resisténcia de
insetos-praga a toxinas Cry foi relatado em relagdo a
proteina CrylAb expressa em milho, na Africa do Sul
(Van Rensburg, 2007), CrylF expressa em milho, em
Porto Rico (Storer et al., 2010), e Cryl Ac em algodao,
na India (Dhurua & Gujar, 2011). Assim, a combinagio
de proteinas inseticidas ¢ uma alternativa eficiente
para o manejo de resisténcia, visto que combinacdes
efetivas poderiam ser usadas no desenvolvimento de
variedades de plantas transgénicas, pois as proteinas
Vip3 nao tém semelhanca com as Cry e, portanto,
reconhecem diferentes receptores no intestino médio

Tabela 2. Suscetibilidade e inibicdo de desenvolvimento
(ID) de larvas neonatas de Chrysodeixis includens as
proteinas Cry1 e Vip3 de Bacillus thuringiensis.

Proteina b+EP® CLs, (IC min—max)® ID (%)® CLg, (IC min—max)®

CrylAa 3,080,5  27(21-33,5) 90 71 (53-118,5)
CrylAb 3,9+0,5  35(27,5-43,7) 65 96 (71,5-159,6)
CrylAc 4,7+1,1 13,3 (10-17) 87 24,8 (19-44,7)
CrylCa 1,6+0,3 7,7 (4-13) 80 48,8 (25-232,3)
CrylEa  3,040,5 17,7 (13-23) 65 46 (33-86,7)
Vip3Aa 2,8+0,5 35,5 (27,5-45,5) 83 99,2 (70,5-193,8)
Vip3Ae 2.2+0,3 80,8 (61-110,7) 85 3012 (193,5-693)
Vip3Af 1240,3 1,4 (0,64-2,5) 70 15,5 (7-100,7)

(OCoeficiente angular da reta + erro-padrdo. @Os valores de CLs, sdo
expressos em ng cm?, com 95% de intervalo de confianga (IC). ®Inibi¢do
do desenvolvimento das larvas alimentadas com as doses de CLs,. “Os
valores de CLy, sdo expressos em ng cm™, com 95% de intervalo de con-
fianca (IC). Os valores representam a média de trés réplicas de 16 larvas
por réplica (n=48).
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de larvas suscetiveis (Abdelkefi-Mesrati et al., 2011).
Assim, algumas combinagdes destas diferentes
proteinas podem atuar em sinergia para o controle de
insetos-praga.

Para A. gemmatalis, a combinagdo Vip3Aa+CrylAb
apresentou sinergia e foi cerca de quatro a sete vezes
mais eficiente do que as combinagdes Vip3Aa+CrylEa
e Vip3Aet+CrylAb (Tabela 3), que também se
apresentaram sinérgicas com os valores de CLy,

O uso simultaneo de Vip3Aa+CrylEa apresentou
sinergia no controle de C. includens, tendo sido
duas vezes mais efetiva do que as combinagdes
Vip3Ae+CrylAa e Vip3Ae+CrylEa. A combinagdo
Vip3Aa+CrylEa foi trés vezes mais efetiva do que
as combinacdes Vip3Ae+CrylAa e Vip3Ae+CrylEa
(Tabela 4).

As demais combinagdes, avaliadas para
A. gemmatalis e C. includens, apresentaram valores de
fator de sinergismo inferior ao requerido para sugerir
beneficio no controle destas pragas (FS>1). Essas
combinagdes indicaram interagdes antagonicas, € sdo

necessarios estudos para verificar qual o mecanismo de
acdo delas em cada espécie.

Existem relatos de que proteinas Cry podem agir
sinergicamente ¢ aumentar sua toxicidade contra
insetos suscetiveis (Wirth et al., 2001; Xue et al.,
2005). Esses estudos ajudam na busca de genes cry
mais apropriados para introdugdo no genoma de
plantas cultivadas.

A eficacia de uma combinagdo ndo é estimada
com base na eficacia dos componentes individuais,
mas com base no estudo de sinergismo (Bliss,
1939). Plantas piramidadas oferecem alternativa
viavel para retardar a resisténcia em populagoes de
insetos-praga. A principal vantagem deste método
¢ que a resisténcia causada por uma toxina pode
ndo acarretar resisténcia cruzada a outra toxina
(Alyokhin, 2011), uma vez que os receptores siao
diferentes. Segundo Abdelkefi-Mesrati et al. (2011),
as diferencas entre toxinas de B. thuringiensis
sdo muito importantes, € o uso de toxinas Vip3
juntamente com as Cry seria indicado para inibir a
resisténcia em insetos-pragas.

Tabela 3. Avaliacao de sinergismo, quanto a CLs, e a CLy,, de combinagdes de pro-toxinas Vip3a e Cryl para Anticarsia

gemmatalis.

Combinagao Proporgao” b+EP®@ CLs (ng cm?) CLg (ng cm?)

de proteinas Observada (ICs) Esperada® FS® Observada (ICs) Esperada®  FS®
Vip3Aa+CrylAa 3:1 2,4+0,6 26 (18,2-37,7) 3,6 0,14 87,5 (54,0-284) 38,3 0,44
Vip3Aa+CrylAc 7:1 1,8+0,4 39 (27-66,4) 3,04 0,08 188 (97,3-791,3) 38,8 0,2
Vip3Aa+CrylAb 1:7 1,240,3 3,8 (1,7-6,3) 22,2 5.8 39,6 (19,6-205,1) 178,8 45
Vip3Aa+CrylCa 1:4 1,4+0,3 20 (10-37) 14,04 0,70 167,3 (78-856) 82,3 0,49
Vip3Aa+CrylEa 1:10 2,6+0,6 26,5 (17,1-36,2) 29,2 1,1 80 (54,4-185,6) 135,8 1,7
Vip3Ae+CrylAa 3:1 2,6+0,5 31,3 (24-44) 3,5 0,11 96,3 (62,2-244) 41,8 0,43
Vip3Ae+CrylAc 7:1 1,3+0,3 18,4 (11-39,2) 2,9 0,16 160 (62,5-2.006) 41,9 0,26
Vip3Ae+CrylAb 1:8 2,0+0,3 15,9 (11-22,8) 22,5 1,4 68,8 (42,7-162,2) 187,2 2,7
Vip3Ae+CrylCa 1:5 1,740,4 68,3 (45-146,2) 14,5 0,21 367,1 (164-3.071) 86,7 0,23
Vip3Ae+CrylEa 1:10 2,7%0,6 35 (25-48) 28,1 0,8 100,5 (68-236) 130,5 1,3
Vip3Af+CrylAa 2:1 1,2+0,3 25(13-78,4) 2,7 0,1 266 (83-6.851) 6,9 0,02
Vip3Af+CrylAc 5:1 1,0+£0,1 17 (9-30,3) 2,2 0,13 301 (135,5-1.111) 7,3 0,02
Vip3Af+CrylAb 1:11 1,8+0,4 51,9 (34,5-105,8) 21,7 0,4 258,4 (120,4-1.940) 145,7 0,56
Vip3Af+CrylCa 1:7 1,4+0,3 273,6 (172-509,3) 13,8 0,05  2.198,4(962,8-14.474) 52,3 0,02
Vip3Af+CrylEa 1:15 2,840,5 35 (27-46) 28,3 0,81 100 (70,2-191,5) 99,8 0,99

(MAs proporgdes de proteinas foram determinadas de acordo com a Tabela 1 (CLs, e CLyy). @Coeficiente angular da retaterro-padrao, ®Mortalidade esperada.
@FS, fator de sinergismo calculado como a razéo entre a CL esperada e a observada, em que valores maiores do que 1 indicam sinergismo entre as proteinas,
valores menores do que | indicam antagonismo entre as proteinas, e valores iguais a 1 indicam a ocorréncia de toxicidade aditiva.
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Tabela 4. Avaliagao de sinergismo, quanto a CLs, e a CLy,, de combinagdes de pro-toxinas Vip3a e Cryl para Chrysodeixis

includens.

Combinagéo Proporgao” b+ EP® CLs (ng cm?) CLy (ng cm?)

de proteinas Observada (ICys) Esperada® FS® Observada (ICys) Esperada® FS®
Vip3Aa+CrylAa 1:1 1,7+0,3 33 (20,1-50) 30,6 0,93 173 (105-397) 82,6 0,5
Vip3Aa+CrylAc 3:1 2,1+0,3 53 (35,3-76,4) 25 0,5 218,6 (139-465) 62 0,28
Vip3Aa+Cryl Ab 1:1 1,3+0,2 72,75 (41-113) 32,5 0,5 616 (339-1.766) 97,57 0,16
Vip3Aa+CrylCa 5:1 3,5+0,6 72,3 (55,4-94,1) 22,1 0,3 167,5 (123,1-289,2) 73,8 0,44
Vip3Aat+CrylEa 2:1 1,60,2 6,5 (4-9,6) 26,5 4,1 39,3 (24,2-87,5) 71,5 1,8
Vip3Aet+CrylAa 3:1 1,6+0,3 18,9 (12,4-29,7) 53,9 2,8 119,6 (61,7-544,5) 182,5 1,5
Vip3Aet+CrylAc 6:1 2,5+0,6 80,2 (57,5-119,2) 46,8 0,6 259 (159,5-819,3) 162,2 0,6
Vip3Ae+CrylAb 2:1 1,3+0,2 146 (91,5-244,5) 56,2 0,4 1.408 (658-6.509) 196,3 0,14
Vip3Ae+CrylCa 10:1 3,940,7 62 (51-74) 433 0,7 130 (103,5-197) 173,2 1,3
Vip3Aet+CrylEa 5:1 1,7+0,3 20,3 (14-30) 50,62 2,5 112 (67-272) 177,7 1,6
Vip3Af+CrylAa 1:19 2,6£0,5  21,3(15,3-29,1) 14,1 0,66 66,4 (45-139) 44,4 0,67
Vip3Af+CrylAc 1:10 1,3+0,2 7,1 (3,7-12) 7,5 1,05 65,5 (33-250,3) 20,6 0,31
Vip3Af+CrylAb 1:25 1,3£0,2 303,8 (187-545) 18,2 0,06  2.662,5(1.183-15.889) 55,11 0,02
Vip3Af+CrylCa 1:6 1,4+0,2 30,8 (19-50) 47 0,15 252,4 (133-724) 31,7 0,11
Vip3Aft+Cry1Ea 1:13 2,2+0,5 15,6 (11-24,4) 9,6 0,6 59 (34-250) 30,8 0,5

(MAs proporgdes de proteinas foram determinadas de acordo com a Tabela 1 (CLs, e CLy). @Coeficiente angular da retaterro-padrao. ®Mortalidade esperada.
@FS, fator de sinergismo calculado como a razéo entre a CL esperada e a observada, em que valores maiores do que 1 indicam sinergismo entre as proteinas,
valores menores do que | indicam antagonismo entre as proteinas, e valores iguais a 1 indicam a ocorréncia de toxicidade aditiva.

Conclusoes

1. Entre as pro-toxinas avaliadas, CrylAc e Vip3Af
sdo as mais efetivas para o controle de Anticarsia
gemmatalis ¢ Chrysodeixis includens, como toxinas
isoladas.

2.A maior inibicdo de desenvolvimento ¢é
proporcionada por CrylAc e CrylCa.

3. A combinagdo Vip3Aa+CrylEa destaca-se ¢ ¢
promissora para a construcdo de plantas piramidadas,
com vistas ao controle de 4. gemmatalis e C. includens.
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