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Resumo

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) produz inclus@es cristalinas compostas por proteinas
denominadas §-endotoxinas (proteinas Cry e Cyt), durante a fase de esporulagdo. Essas
proteinas sdo téxicas e especificas para insetos e outros invertebrados. Algumas estirpes também
produzem proteinas inseticidas chamadas Vip (“Vegetative Insecticidal Protein”) durante as fases
vegetativa e de esporulacao. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui uma
Colecéo de Bacillus spp com aproximadamente 2300 isolados, incluindo B. thuringiensis e B.
sphaericus. As estirpes de Bt nesta cole¢do sao caracterizadas quanto a presenca de genes e
proteinas Cry e quanto a toxicidade para insetos pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera e
Coleoptera. O objetivo deste trabalho foi identificar estirpes de Bt da colecdo que produzam
proteinas Vip3 e avaliar a atividade destas proteinas contra os lepidépteros Spodoptera
frugiperda (lagarta do cartucho-do-milho), Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja) e Plutella
xylostella (traca das cruciferas), de forma a complementar a caracterizacéo das estirpes. Foram
selecionadas 31 estirpes de Bt que mostraram atividade para lepidépteros e realizada busca
por genes vip3 através de PCR, extracdo de proteinas secretadas, analise das proteinas por
SDS-PAGE e bioensaios. Através da prospeccao por PCR, genes vip3 foram detectados em
oito estirpes. Os fragmentos de PCR foram seqiienciados e apresentaram elevada identidade
de sequiéncia (mais de 95%) com genes vip3A publicados. Analise por SDS-PAGE mostrou a
presenca de proteinas de aproximadamente 80 kDA, correspondente a massa molecular para

Vip3A. As proteinas das oito estirpes positivas ndo mostraram toxicidade para A. gemmatalis e
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P. xylostella. As proteinas de duas estirpes, S234 e S711, mostraram atividade moderada
contra S. frugiperda. Estas proteinas serdo melhor investigadas visando seu uso no controle de

insetos.

Termos para indexacdo: Bacillus thuringiensis, proteinas Vip, lepidopteros, toxicidade,

Spodoptera frugiperda



IDENTIFICATION OF VIP3 PROTEINS IN Bacillus
thuringiensis STRAINS TOXIC TO LEPIDOPTERAN PESTS

Abstract

The bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) synthesizes crystalline inclusions comprised of &-
endotoxin proteins (Cry and Cyt proteins) during the sporulation stage. These proteins are toxic
and specific to insects and other invertebrates. Some strains produce also insecticidal proteins
called Vip (Vegetative Insecticidal Protein) during the vegetative and sporulation stages.
Embrapa Genetic Resources and Biotechnology keeps a Collection of Bacillus spp with about
2300 isolates, including B. thuringiensis and B. sphaericus. The Bt strains in this Collection are
characterized regarding the cry genes and proteins content, and their toxicity to insects
belonging to the Lepidoptera, Diptera and Coleoptera orders. The aim of this work was to
identify strains of Bt in the Collection that produce Vip3 proteins and to evaluate the activity of
these proteins against the lepidopterans Spodoptera frugiperda (fall armyworm), Anticarsia
gemmatalis (velvet caterpillar) and Plutella xylostella (diamondback moth), in order to
complement the strains characterization. Thirty one Bt strains which had shown activity against
S. frugiperda and A. gemmatalis were selected. Screening for vip3 genes through PCR,
extraction of secreted proteins, SDS-PAGE analysis of the proteins and bioassays were
performed. Through PCR screening, vip3 were detected in eight strains. The PCR fragments
were sequenced and showed high level of identity (more than 95%) with vip3A genes published
in databases. SDS-PAGE analysis showed proteins around 80 kDa, corresponding to Vip3A
molecular mass. The proteins of the eight positive strains did not show toxicity to A. gemmatalis
and P. xylostella. The proteins of two strains, S234 and S711, showed activity against S.

frugiperda. These proteins will be studied further aiming their use in insect control.



Introducao

Bacillus thuringiensis (Bt) é o agente microbiano mais usado em todo o mundo no controle de
insetos-praga agricolas e vetores de doencas humanas (RANG et al., 2005). As proteinas Cry
(8-endotoxinas) de Bt que se acumulam em forma de cristais nas células durante a esporulagéo
sédo as principais responsaveis pela toxicidade desta bactéria para insetos e outros
invertebrados (SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 2007). Além das proteinas Cry e Cyt,
algumas estirpes de Bt produzem proteinas inseticidas vegetativas (Vip) durante as fases
vegetativas e de esporulacdo, as quais sdo secretadas no sobrenadante da cultura. (ESTRUCH
et al., 1996; ESTRUCH et al., 1997; BARRETO et al., 1999).

As proteinas Vip ndo tém homologia de sequéncia ou estrutura com as toxinas Cry ou Cyt (RANG
et al, 2005). Na primeira classe de proteinas Vip, a proteina Vip3A consiste de uma proteina de
88,5 kDa ativa contra um amplo espectro de insetos lepidopteros, incluindo Agrotis ipsilon,
Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens, e Helicoverpa zea, alguns dos
quais tém baixa susceptibilidade a maioria das 8-endotoxinas (ESTRUCH et al., 1996; YU et al.,
1997). A segunda classe consiste de um sistema binario composto de duas proteinas, Vipl e
Vip2, as quais tém 100 kDa e 52 kDa, respectivamente, e sdo toxicas para certas espécies de
coledpteros (ESPINASSE et al., 2003). Um sistema de classificacdo e nomenclatura especifico
para estas classes de proteinas inseticidas foi proposto e esta atualmente em uso
(CRICKMORE, 2008).

A proteina Vip3A tem modo de ac¢édo semelhante as proteinas Cry (YU et al., 1997). A toxina
ativada se liga a células do epitélio do intestino médio de insetos susceptiveis e forma poros na
membrana, causando lise celular e subsequente morte do inseto (YU et al., 1997; LEE et al.,
2003). Entretanto, estudos demonstraram propriedades distintas de ligacao de Vip3A e de
CrylAc e Cry2Ab2 a receptores de H. virescens e H. zea, indicando um potencial muito baixo
de resisténcia cruzada entre Vip3A e as proteinas Cry (LEE et al., 2006; JACKSON et al.,
2007). Portanto, estas toxinas podem ser usadas em conjunto ou rotacao, em estratégias
efetivas de controle de pragas e de manejo de resisténcia (JACKSON et al., 2007). J& existem
linhagens de culturas transgénicas de algod&do e milho expressando Vip3A, liberadas para
testes de campo, desde 2005, nos EUA e Austrélia, expressando somente a Vip3A, como as
linhagens de algoddo COT102 e COT 202 (JACKSON et al., 2007), ou em conjunto com
proteinas Cry, como linhagens de algoddo e milho expressando Cry1Ab e Vip3A (DIVELY,
2005; O'CALLAGHAN et al., 2005).

No Brasil, pesquisas com toxinas Vip3 estéo apenas comecando. A Colecéo de Bacillus
Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui aproximadamente

2300 isolados armazenados. Dentre estes, foram selecionadas 31 estirpes brasileiras de Bt



para serem investigadas quanto a presenca de proteinas Vip3. Estas estirpes ja haviam sido
caracterizadas quanto a presenca de genes e proteinas Cry e quanto a patogenicidade. Elas
apresentaram elevada toxicidade para a lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) e a lagarta do cartucho-do-milho, S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). O
presente trabalho visou identificar genes vip3 nestas estirpes, extrair e caracterizar as

proteinas do sobrenadante e avaliar a toxicidade destas proteinas.

Material e métodos

Estirpes e condicdes de cultivo

As estirpes de B. thuringiensis foram isoladas no Laboratorio de Bactérias Entomopatogénicas
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e estdo armazenadas na Colecéo de Bacillus
spp. desta instituicdo de pesquisa (MONNERAT et al., 2001). Elas foram selecionadas por sua
toxicidade para os lepidopteros A. gemmatalis e S. frugiperda, verificada através de bioensaios
(BATISTA et al., 2005a; BATISTA et al., 2005b). A estirpe-padrao para Vip3A, B. thuringiensis
subesp. toworthi HD-125, foi gentilmente cedida pelo Dr. FernandoValicente, da Embrapa Milho
e Sorgo. A estirpe-padrdo para CrylA e Cry2A, Bt subesp. kurstaki (Btk) HD-1, foi recebida da
cole¢édo do laboratdrio do Instituto Pasteur (Franga). As estirpes foram cultivadas em meio
NYSM (YOUSTEN, 1984), a 28°C, com agita¢gdo a 200 rpm, ou em placas de LB-agar
(SAMBROOK e RUSSELL, 2001) ou NYSM-4gar a 30 °C, por 15-16 horas.

PCR

O DNA total das estirpes foi extraido por um método rapido descrito por Bravo e colaboradores
(BRAVO et al., 1998). Para deteccao de genes Vip3, foram usados os oligonucleotideos Vip3-F
(ACATCCTCCCTACACTTTCTAATAC) e Vip3-R (TCTTCTATGGACCCGTTCTCTAC)
(ESPINASSE et al., 2003). Foram adicionados 15 ul do sobrenadante obtido na extra¢édo a
mistura de PCR contendo tampéo de Taq DNA Polimerase 1x, dNTP mix 0,2 mM, 0,4 uM de
cada oligonucleotideo e 2,5 U de Tag DNA Polimerase (Phoneutria), em um volume final de 50
pl. As reacdes foram realizadas em um termociclador MJ Research, modelo PTC 100, com as
seguintes condi¢fes gerais: desnaturacao inicial a 95°C por 2 min., seguida de 30 ciclos a 95°C
por 1 min., 53°C por 1 min., 72°C por 1 min., e extensdo final a 72°C por 5 min. Uma amostra
de 15 pl de cada produto foi submetida a eletroforese em gel de agarose, o qual foi corado com

brometo de etideo.
Sequenciamento de DNA

Os produtos de PCR com o tamanho esperado para genes vip3 (678 pb) foram purificados
usando o “PureLink PCR purification kit” (Invitrogen). Em seguida, foram sequenciados, usando

os dois oligonucleotideos descritos acima, em sequenciador ABI 3130 XL (Applied



Biosystems). As sequéncias foram analisadas quanto a qualidade usando o programa Phred
(UCB). A sequéncia consenso para cada gene foi obtida usando-se o programa BioEdit. A
identidade da sequéncia consenso foi analisada através do programa BLAST (NCBI). As

sequéncias consenso foram alinhadas usando o programa ClustalW (KYOTO UNIVERSITY).

Extragéo de proteinas Vip3

O procedimento de precipitacao de proteinas do sobrenadante usado foi baseado no método
descrito por Loguercio et al. (2002), com algumas modificacbes. Para assegurar que as
culturas estivessem com numero de células e estagio fisiolégico semelhante no momento da
coleta do sobrenadante, foi usado procedimento de cultivo em duas etapas. Primeiro, foi feito
pré-indculo da estirpe a partir do estoque em glicerol, mantido a — 80°C, em 15 ml de caldo
nutritivo (NYSM) e incubou-se a 28°C, 200 rpm, por 7-8 h. Em seguida, determinou-se a
absorbancia a 600 nm (ODgg) € inoculou-se o volume requerido para uma ODgq inicial de 0,1
em 300 ml de NYSM, em frasco de 1 L. Incubou-se a 28°C, 200 rpm, por 15 h. O
processamento do sobrenadante foi feito em etapas, coletando-se trés fragfes para analise,
como se segue. Centrifugou-se a cultura com 15 horas (300 ml) em tubos de 50 ml a 16.000
rpm (30.500 x g) (Sorvall, rotor SS34), a 4°C, por 20 min., coletou-se o sobrenadante em um
frasco limpo no gelo (sobrenadante). Desta fracéo, guardou-se uma aliquota de 12 ml, para
bioensaios e analise de proteinas, a -20°C. No gelo, precipitou-se o volume restante de
sobrenadante com 70% de Sulfato de amonio (Vetec), com agitacdo e deixou-se durante a
noite a 4°C. Centrifugou-se o material precipitado a 16.000 rpm (Sorvall, rotor SS34), 4°C, por
20 min. Deixou-se o pellet secar a temperatura ambiente, por 30 min., ressuspendeu-se em
tampéo PBS, concentrando-se 12 vezes (V = 1/12 do volume precipitado) e transferiu-se para
tubo Falcon de 50 ml (precipitado). Guardou-se uma aliquota de 12 ml desta fragao para
bioensaios e andlise de proteinas, a -20°C. Fez-se dialise do volume restante da suspensao
em tubo de didlise “Spectra/por membrane tubing”, MWCO: 6000 — 8000, Vol/cm: 15,6 ml
(Thomas Scientific), a 4°C, em 2 L de dH,O gelada para cada tubo, por aproximadamente 24
horas, com 4 trocas de &gua. Coletou-se a suspenséo dialisada (dializado) e guardou-se a -

20°C até a realizacdo de bioensaios e analise de proteinas.

SDS-PAGE

Proteinas das trés fracdes processadas (sobrenadante, precipitado e dialisado) foram
separadas por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE-12%), como descrito
(LAEMMLI e FAVRE, 1973). Os géis foram corados com prata, usando-se o procedimento que
se segue. Lavou-se o gel com etanol 50%, durante 20 min., por trés vezes. Descartou-se o
etanol e incubou-se em tiossulfato de sodio (20 mg/100 ml) por um min. Descartou-se o
tiossulfato de sédio e lavou-se o gel rapidamente com dH,O, por trés vezes. Incubou-se em
solugédo de prata (200 mg de AgNO3, 74 ul de formaldeido em 100 ml de dH,0) durante 20

min., em agitador. Lavou-se o gel rapidamente com dH,O, por trés vezes. Incubou-se em
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solucao reveladora (6 g de Na,COs3, 50 ul de formaldeido, 2 ml de tiossulfato de s6dio em 100
ml de dH,0), com agitacédo, até deteccao das bandas protéicas. A reacao foi parada com

metanol 45%, acido acético 10%.
Bioensaios

Os insetos foram mantidos a 26 + 2°C, 70 + 10% UR, e fotoperiodo de 14: 10 horas (luz:
escuro), em dieta artificial para A. gemmatalis ou S. frugiperda (MONNERAT et al., 2007), ou
natural (folhas de repolho) para P. xylostella. Os bioensaios foram realizados conforme
previamente descrito (MONNERAT et al, 2007), com as modificacBes que se seguem. Apés
solidificacdo da dieta, foram aplicadas separadamente cada uma das trés fracGes processadas
(sobrenadante, precipitado e dialisado). Para A. gemmatalis foram distribuidos 150 pl por copo
de 50 ml (15,6 pl/cmz) e apoés secagem, foram adicionadas 10 larvas de 2° estagio. Os copos
foram incubados e a avaliacdo da mortalidade foi feita como descrito (MONNERAT et al, 2007).
Foram testadas 10 larvas de A. gemmatalis por tratamento, com duas repeticdes. Para S.
frugiperda foram distribuidos 35 pl por poco (19,8 pl/cmz) e ap6s secagem, foi adicionada uma
larva de 2° estagio por pogo em 12 pocos de placa de cultura de tecidos de 24 pocos. As
placas foram incubadas nas mesmas condi¢des de criacdo dos insetos e a avaliacio da
mortalidade foi feita no 7° dia. Foram testadas 12 larvas por tratamento, com duas repeti¢cdes.
Para P. xylostella foram usados discos de folhas de repolho de 5 cm x 6 cm que foram
mergulhados por 10 minutos em suspensao da fragdo processada diluida 1:10 em dH,O. Apéds
secagem e transferéncia do disco para placa de Petri, foram adicionadas 10 larvas de 2°
estagio e o bioensaio procedeu como descrito (MONNERAT et al, 2007). Foram testadas 10
larvas de P. xylostella por tratamento, com duas repetigBes. Foram feitos dois controles

negativos, tratados com agua estéril ou PBS, para cada bioensaio.
Resultados e discusséao

PCR

Foi extraido DNA total e realizada PCR de trinta e uma estirpes de Bt que apresentavam
toxicidade elevada para A. gemmatalis e/ou S. frugiperda, além das estirpes-padrao. As
estirpes testadas foram: S93, S112, S166, S234, S392, S550, S711, S725, S764, S811, S844,
S845, S906, S907, S908, S997, S1269, S1451, S1533, S1537, S1538, S1539, S1540, S1548,
S1549, S1551, S1876, S1905, S2003, S2193, S2195 e a estirpe HD-1 de Bt subesp. kurstaki
(S1450), padréo para proteinas CrylA. A estirpe HD-125 de Bt subesp. tolworthi (S2263) foi
usada como controle positivo para o gene vip3A. As estirpes-padrédo, HD-125 e HD-1, e as
estirpes S234, S550, S711, S725, S845, S997, S1905 e S2195 amplificaram produtos de PCR

com o tomanho esperado, 678 pb, indicando a presenca de gene vip3 (Fig. 1).
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Figura 1. Produtos de PCR para genes vip3 de estirpes de B. thuringiensis. 1 — MM — 100 bp DNA ladder (Invitrogen); 2 — HD-125; 3 —
controle negativo (H,0); 4 — HD-1; 5 — S234; 6 — S550; 7 — S711; 8 — S845; 9 — S997; 10 — S1905; 11 — S725.

Do total de estirpes avaliadas neste trabalho (31), apenas oito (25,8%) possuiam genes vip3.
Este resultado esta proximo ao de outro pesquisador (RICE, 1999) que, fazendo prospeccéo de
vip3A em 125 estirpes de uma colecao de Bt, encontrou 29 estirpes positivas (23%). Outro
grupo (ESPINASSE et al., 2003), em um trabalho de prospeccao de toxinas inseticidas
secretadas por isolados de Bt analisou 125 isolados quanto a presencga de genes para Cryll,
Vip1-2, Vip3 e produgéo de B-exotoxina I, e identificou genes vip3 em 52,8% deles. Além disso,
0 grupo verificou que os 45 sobrenadantes toxicos para S. littoralis possuiam ambos os genes

vip3 e cryll, cujos produtos sdo ativos contra lepidépteros.

Anélise das sequéncias

As seqiiéncias dos produtos de PCR das estirpes HD-1, S234, S550, S711, S725, S845, S997
e S1905 foram analisadas por um programa de andlise de qualidade do cromatograma, Phred
(UCB). As sequiéncias consenso foram obtidas através do Bioedit e, em seguida, foram
alinhadas usando-se o programa ClustalW (KYOTO UNIVERSITY). Parte do alinhamento das
sequéncias, mostrando conjuntos sombreados em cores para um nivel de 80% de similaridade
€ mostrada na figura 2. Observa-se que, nesta regido, S550 apresenta maior grau de

similaridade com o padrdo HD-125 do que as outras sequiéncias.
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Figura 2. Alinhamento de seqliéncias de genes tipo-vip3 de estirpes de B. thuringiensis por ClustalW.

ClustalW também permitiu a construcéo de uma arvore filogenética (Fig. 3) a partir da
similaridade das sequéncias alinhadas. Analise deste dendrograma revelou maior proximidade
filogenética entre as estirpes S234 e S725, que se encontram distantes de HD-125. Por outro

lado, HD-125 esta mais préximo filogeneticamente de S550 (Fig. 3).

—HD-125
L 550
HD—1
845
- 234
_[ 725
—

|: 897
1905

Figura 3. Arvore filogenética das seqiiéncias de genes vip3 de estirpes de B. thuringiensis. As distancias foram
obtidas apds alinhamento das sequéncias através do programa ClustalWw.

Foi realizada busca por identidade das sequéncias nos bancos de dados, através do programa
BLAST. Observou-se elevado nivel de identidade das sequéncias consenso com sequéncias
de genes vip3 depositadas no GeneBank. A identidade mais elevada foi observada para o gene
da estirpe S997, que apresentou 100% de identidade com genes vip3 de diversas estirpes de
Bt, incluindo o gene vip3Aal (acesso n. L48811) da estirpe AB88 (ESTRUCH et al., 1996), e de
Bt serovar aizawai. As sequéncias de S550 e S845 apresentaram 99% de identidade com
genes de diversas estirpes, incluindo AB88 e serovar aizawai. A sequéncia de S550 também
mostrou 98% de identidade com o gene vip3Aa8 do padrdo HD-125 (acesso n. AF399667.1). A
sequéncia de S1905 mostrou 98% de identidade com vip3Aal e outros. Em seguida, a

sequéncia de S234, com 97% de identidade com genes de varias estirpes, incluindo AB88 e
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HD-125, S711 com 96% de identidade com estas e outras estirpes e S725 com 95% de
identidade com as mesmas estirpes. A sequéncia obtida para a estirpe HD-1 apresentou 96%

de identidade com genes de varias estirpes, inclusive vip3Aal de AB88, e 95% com vip3Aa8

de HD-125.

Perfil protéico

A andlise das frac6es processadas do sobrenadante das estirpes em SDS-PAGE-12%, apos

coloracdo com prata, mostrou a existéncia de diferentes perfis e concentragdes protéicas. As
maiores concentracdes foram observadas para a fracdo precipitada e concentrada 12 vezes.
Bandas de massa molecular proxima a esperada para proteinas Vip3A, de aproximadamente
88 kDa (ESTRUCH et al., 1996; LOGUERCIO et al., 2002) foram observadas em HD-125 e em
algumas estirpes. As figuras 4 e 5 mostram o perfil protéico das estirpes HD-125, S234 e S845

(Fig. 4), S997 e S711 (Fig. 5).
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Figura 4. SDS-PAGE-12% de fracdes do sobrenadante de estirpes de B. thuringiensis. 1 - Marcador de MM (“Broad range molecular
weight markers” - Promega) — 3 yl; 2 a 4 — fracdes de HD-125; 5 a 7 — fragBes de S234; 8 a 10 — fracdes de S845. Pocos 2,5 e 8 —
sobrenadante; 3, 6 e 9 — precipitado; 4, 7 e 10 — dialisado. Foram aplicados 22,5 pl de amostra por pogo. A seta mostra a posigdo das

proteinas Vip3.

i1

Figura 5. SDS-PAGE-12% de fracdes do sobrenadante de estirpes de B. thuringiensis. 1 e 8 - Marcador de MM (“Broad range molecular
weight markers” - Promega); 2 a 4 — fragdes de HD-125; 5 a 7 — fracdes de S997; 9 a 11 — fragbes de S711. Pogos 2,5e 9 —
sobrenadante; 3, 6 e 10 — precipitado; 4, 7 e 11 — dialisado. Foram aplicados 22,5 pl de amostra por pogo. A seta mostra a posi¢édo das

proteinas Vip3.
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Observou-se um baixo rendimento de proteinas nesta faixa de tamanho, sendo que a maior
concentracao, de acordo com a analise de SDS-PAGE, foi obtida nas fracdes precipitadas por
Sulfato de amédnio. O baixo rendimento pode ser devido tanto a metodologia de precipitacéo,
quanto ao tempo de crescimento das culturas (15 h). Milne et al. (2008) desenvolveram um
protocolo para obtengdo de altos rendimentos de proteina Vip3A altamente purificada. O
protocolo baseia-se em precipitagdo com acetona de proteinas do sobrenadante (a partir de
1100 ml), seguido de fracionamento em HPLC e varios passos de concentragdo. A
recuperacao chegou a préximo de 100%. Segundo estes autores, culturas com 18-20 h foram
melhores para purificacdo de Vip3Aa do que culturas mais jovens, que ndo tinham produzido
suficiente Vip3Aa, e do que culturas mais velhas que continham contaminantes que interferiam
com o protocolo (MILNE et al., 2008).

Bioensaios

As fracBes processadas das estirpes S234, S550, S711, S725, S845, S997, S1905, HD-1 e
HD-125 foram testadas através de bioensaios seletivos contra P. xylostella, A. gemmatalis e S.
frugiperda. Para P. xylostella, em geral, as fracdes protéicas apresentaram taxas muito baixas
ou nulas de mortalidade (0-29,2%). As melhores porcentagens de mortalidade foram obtidas
com a estirpe S725 (25% para o sobrenadante, 29,2% para o precipitado e 20,8% para o
dialisado). Para A. gemmatalis, as porcentagens de mortalidade também foram muito baixas
(0-20,8%), sendo as melhores taxas também para S725 (4,2% para o sobrenadante, 20,8%
para o precipitado e 20,8% para o dialisado). Para S. frugiperda, as porcentagens de
mortalidade foram baixas a moderadas. Entre as melhores estirpes, S725 mostrou 12,5% de
mortalidade para o sobrenadante, 29,2% para o precipitado e 33% para o dialisado, e S845
mostrou 29,2% de mortalidade para as trés fracdes. As estirpes S234 e S711 apresentaram as
melhores mortalidades para S. frugiperda, sendo que os bioensaios foram repetidos 3 vezes
com frag8es protéicas recém preparadas, resultando numa média de 48,5% de mortalidade
para o precipitado de S711 e 45,8% para o dialisado de S234 (Tabela 1). Estas estirpes
mostraram melhor nivel de mortalidade do que o padréo para Vip3, HD-125, e a estirpe HD-1
de Btk. A tabela 1 mostra a média da porcentagem de mortalidade de trés bioensaios, com 2
repeticdes cada, para S234 e S711, e de dois bioensaios, com duas repeticdes cada, para HD-
1 e HD-125. A mortalidade de S. frugiperda causada pela fracdo precipitada e concentrada 12
vezes de HD-125 (20,8%) foi menor do que a relatada de 38,1% (LOGUERCIO et al., 2002),

para a fracéo precipitada e concentrada por procedimento semelhante.
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Tabela 1. Atividade inseticida (% de mortalidade) de fragBes processadas do sobrenadante de estirpes de
B. thuringiensis contra larvas de 2° estagio de S. frugiperda.

Estirpe Fracéo do % mortalidade*
processamento

S234 Sobrenadante 15,3
Precipitado 41,6
Dialisado 45,8

S711 Sobrenadante 18,0
Precipitado 48,5
Dialisado 13,8

HD-125 Sobrenadante 20,8
Precipitado 20,8
Dialisado 16,6

HD-1 Sobrenadante 20,8
Precipitado 25,0
Dialisado 14,6

* Médias de mortalidade de 3 bioensaios com S234 e S711 e de 2 bioensaios
com HD-125 e HD-1.

Loguercio et al. (2002) consideraram o nivel de 38,1% de mortalidade como moderadamente
téxico para S. frugiperda, tendo em vista que os bioensaios foram feitos com extratos de
sobrenadantes contendo Vip3A. Segundo estes autores, a eficiéncia € muito aumentada
quando a proteina Vip3A é expressa em Eschericia coli e a bactéria recombinante é usada em
bioensaios, chegando a 100% de mortalidade de S. frugiperda (ESTRUCH et al., 1996;
LOGUERCIO et al., 2002). Além de S. frugiperda, as primeiras proteinas desta classe relatadas
(Vip3Aa e Vip3Ab), quando expressas em E. coli, exibiram elevado indice de mortalidade
(100%) também para A. ipsilon (lagarta rosca) e S. exigua (lagarta militar). Milne et al (2008)
mostraram que os lepidopteros Choristoneura fumiferana e Lymantria dispar sdo menos
suscetiveis a Vip3Aa do que S. exigua (10 e ~ 100 vezes, respectivamente). Para estas
espécies, a diferenca na suscetibilidade foi mostrada por bioensaios usando inibi¢cdo de
crescimento como resposta a dose, e ndo mortalidade. Estes autores consideram como
altamente suscetiveis a Vip3Aa as espécies S. exigua e A. ipsilon, e menos suscetiveis as
espécies Trichoplusia ni, H. virescens, C. fumiferana e L. dispar. Em um outro trabalho (RANG
et al., 2005), a nova proteina Vip3Bal foi expressa em estirpe de E. coli recombinante e ndo
causou mortalidade em O. nubilalis e P. xylostella, apenas reducdo de crescimento das larvas,

impedindo a mudanga de instar.

Conclusoes

Foram detectados genes vip3 em estirpes brasileiras de Bt que mostram elevada identidade
com as sequéncias de genes vip3 depositadas nos bancos de dados. Alguns dos genes

mostram diferencas nas sequéncias e codificam proteinas secretadas no sobrenadante e com
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atividade contra S. frugiperda. Estes genes devem ser clonados, expressos em E. colie a

atividade da proteina purificada deve ser avaliada contra S. frugiperda.
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