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RICIETTO, Ana Paula Scaramal. Andlise funcional de proteinas Cry e Vip de
Bacillus thuringiensis. 2017. 92 f. Tese do Programa de POs-Graduacdo em
Genética e Biologia Molecular - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Bacillus thuringiensis é uma bactéria entomopatogénica, gram-positiva e formadora
de esporos, pertencente ao grupo do Bacillus cereus que possui atividade inseticida
principalmente ligada as proteinas inseticidas Cry, além da producdo de outros
fatores de viruléncia como fosfolipases, enterotoxinas, metaloproteases, hemolisinas
e citotoxinas. Proteinas Cry sdo produzidas durante a fase de esporulacao,
enquanto as proteinas Vip séo sintetizadas durante o crescimento vegetativo. Estas
proteinas apresentam modo de acdo e interacdo com receptores de membrana
distintos, permitindo o uso de ambas as proteinas para o controle de insetos. A
revisdo desta tese aborda a descricdo e o emprego de B. thuringiensis no controle
bioldgico de insetos, as principais proteinas entomopatogénicas, interacées e modos
de acdo destas. O primeiro artigo relata o uso das toxinas de B. thuringiensis no
controle de Grapholita molesta e os efeitos antagbnicos observados entre Cry e Vip
para este inseto. No segundo trabalho, a clonagem e expressao de proteinas
ViplBb3 e Vip2Bb4 sdo descritos. Estas proteinas sdo toxinas binarias com
atividade frente a coledpteros. E ao final, uma terceira publicacdo que analisa o
genoma da linhagem de B. thuringiensis BR145. A toxicidade desta linhagem foi
avaliada para Helicoverpa armigera (LC50 0,294 pg.cm-2) e Chrysodeixis includes
(LC50 0,277 pg.cm-2), importantes pragas agricolas. Os estudos desenvolvidos
nesta tese contribuem para melhor compreensao destas proteinas e contribuirdo
para a continua utilizacdo destas proteinas nas tecnologias Bt visando um controle
mais efetivo de insetos-pragas.

Palavras-chave: B. thuringiensis. Cry e Vip. Interacdes. clonagem e
expressao. genoma.



RICIETTO, Ana Paula Scaramal. Functional Analysis of Cry and Vip proteins of
Bacillus thuringiensis. 2017. 92 p. Thesis (Doctorate in Genetics and Molecular
Biology) — State University of Londrina., Londrina, 2017.

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is an entomopathogenic spore-forming bacterium belonging to
the Bacillus cereus group, which has its insecticidal activity mainly linked to Cry and
Vip proteins, despite the production of other virulence factors as phospholipase,
enterotoxin, metalloprotease, hemolysin and cytotoxin. Cry proteins are produced
during the sporulation phase and released with spores while Vip proteins are
synthesized during the vegetative growth. These proteins show different mode of
action and interaction with distinct membrane receptors, allowing the use of both
toxins for the control of insects. The thesis review approach the description and the
use of B. thuringiensis in the biological control of insects, the main entomopathogenic
proteins, interactions and modes of action. The first paper reports the use of toxins of
B. thuringiensis to Grapholita molesta control and antagonics effects between Cry
and Vip proteins for this insect. In the second publication, cloning and expression of
Vip1Bb3 and Vip2Bb4 proteins is described. These proteins are binary toxins with
insecticidal activity against Coleopteran insects. Finally, the last paper analyses the
genome of B. thuringiensis BR145. The toxicity of this strain was evaluate against
Helicoverpa armigera (LC50 0,294 ug.cm-2) and Chrysodeixis includes (LC50 0,277
Mg.cm-2), important agricultural pests. The studies developed in this thesis contribute
to a better understanding of these proteins and will contribute to the continuous use
of these proteins in Bt technologies aiming at a more effective control of insect pests.

Key words: B. thuringiensis. Cry and Vip. Interaction. cloning and expression.
genome.



Figura 1l —

Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —

Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —

Figural -

LISTA DE FIGURAS

Visdo esquematica da nomenclatura para &-endotoxinas e

tOXINAS SECTEIAVEIS. .. .uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiri e nseannnsnnsnnnnnnne 29
Representacéo parcial da diversidade das toxinas Cry .................... 30
Estrutura tridimencional CrylAa e seus dominios .........cccceeeeeeeeeeennns 31

Modo de acdo das proteinas Cry: formacdo de poros e

transSAUGAO0 de SINAI...........uuiiiiiiiiiii 34
Modo de acéo das proteinas Cry: duplo modo ..........cccccceeeeeiieeiennnnns 35
Receptores moleculares da proteina CrylAa .......ccccccccveeiiieeeeeeeennnnns 37
Modelo proposto de agéo para as toxinas binarias Vip1/Vip2 ........... 41
Modelo proposto de agéo para as proteinas Vip3 .........ccccceeeeeeeeeeenn. 44
Publicacéo I

SDS-PAGE de lisado de B. thuringiensis 407 Cry- .......ccccccceeeeeeeennn. 71



3D-Cry
Aa
Amp
AMP
APN

Bt
Bin-like
CADR
C-terminal
cry

Cry

Cyt
DNA
dNTPs
D.0600
EDTA

EXT_MTX

g

g
Gal-Nac

GCR
GPI
h

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Proteinas Cry de trés dominios
Aminoécidos

Ampicilina

Adenosina monofosfato
N-aminopeptidase

Bacillus thuringiensis
Semelhante as proteinas binéarias
Glicoproteina caderina

Regido carboxi terminal de uma proteina
Gene cry

Proteina cristal

Proteina citolitica

Acido desoxirribonucléico

Deoxi-ribonucleotideos trifosfato

Densidade 6ptica no comprimento de onda de 600 nanémetros

Acido etileno-diamino-tetra-acético
Toxinas Epsilon e/ou Mosquitocida
Grama

Unidade de forca centrifuga
N-acetil galactosamina

Proteina glicoconjugada
Glicosilfosfatidilinositol

Horas



Kb Quilobase — 102 pares de bases

kDa Quilo Dalton

L Litro

LB Meio de cultura Luria-Bertani

LB agar Meio de cultura Luria-Bertani solido

LB amp Meio de cultura Luria-Bertani com ampicilina
M Molar

mg Miligrama

min Minutos

mL Mililitro

mM Milimolar

MRNA RNA mensageiro

NCBI National Center for Biotechnology Information
ng Nanograma

N-terminal Regido amino-terminal de uma proteina

ORF Fase de leitura aberta

PCR Reacdo em cadeia da polimerase
PFT Toxinas formadoras de poros

pH Potencial hidrogenidnico

pM Picomoles

rpm Rotac¢des por minuto

S Segundos

SDS Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
Sip Proteina inseticida secretada
Tris Tri (hidroximetil) aminometano

TEB Tris-borato EDTA



vip
Vip
Mg
ML
MM

°C

Gene vip

Proteina inseticida vegetativa
Micrograma

Microlitro

Micromolar

Graus Celsius

Fatores Sigma

Vi



2.1

2.2

221
2.2.2
2221
2.2.3
224
2241
22411
2.24.2
22421
2.2.5
2.2.6

Il.
3.1

SUMARIO

LISTA DE ILUSTRAGOES ..ot ii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ....c.ccooviveveeeeeeeeeeeenee e iv
RESUMO ...ttt s s s s sttt vii
ABSTRACT oottt n et en et en e viii
INTRODUGAO ...ttt et 17

REVISAO BIBLIOGRAFICA20

Grapholita molesta, Helicoverpa armigera e Chrysodeixis

1Yo 180 1= o 1 20
Bacillus thUriNGIENSIS ....uueiiiic e 24
Genoma de B. thUrNQIENSIS.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 26
ProteiNas Cry .o a e e 27
Mecanismo de agao das proteinas Cry ......ccccccceeeeeviiiiiiieieeeee e 32
Receptores de proteinas inseticidas..........ccccccvceeiiiieeeeeecciicceee e, 36
[ o] (=T g = TS AT o ST 38
VIPLIVIPZ e 39
Modo de acdo das proteinas VIipL/VIP2 ....ccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 40
LV o 1 TP PRT ORI 42
Modo de acao das proteinas Vip3.....ccooooeeiiiiiiiiiiiii e 43
Interagcdes entre proteinas Cry € VP ..c..ueeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeee e 44
o oV = LS = S 46
OBJETIVO GERAL ...t 48
ODbjetivoS ESPECITICOS ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 48
PUBLICACOES

PUBLICACAO | oottt 51

PUBLICACAO Il .o, 57



VII.

VIII.

PUBLICACAO Il

CONSIDERAGCOES FINAIS ....ooviiiicieieeeeeeee e,

REFERENCIAS



17

I. INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva caracterizada pela
producdo de proteinas que apresentam atividade entomopatogénica, como as
proteinas Cry produzidas durante a fase de esporulacdo, e as proteinas Vip
sintetizadas durante a fase de crescimento vegetativo desta bactéria. Esta espécie
apresenta uma ampla e especifica atividade inseticida frente a diferentes insetos de
diversas ordens, sendo as ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera as mais
estudadas, visto que, os insetos pertencentes a essas ordens, sao considerados
grandes causadores de perdas agricolas e responsaveis pela disseminacdo de

diversas doencas (VILAS-BOAS et al., 2007).

Esta bactéria tem sido empregada no controle biolégico em todo o0 mundo e a
tendéncia em utilizar esse agente biolégico nas estratégias de controle é conferida
pelas vantagens que este micro-organismo apresenta como especificidade,
inocuidade a organismos ndo alvos e menor risco ambiental. Com estas
caracteristicas, B. thuringiensis integra o mercado de bioinseticidas que corresponde
a 2% em todo o mundo representando 80% do comércio (BRAR et al.,, 2006;
ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014; CRAVA et al., 2014) e, mais
recentemente, vem sendo utilizado como fonte de genes para construgcao de plantas
transgénicas com a finalidade de diminuir a selecdo de insetos resistentes
(TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013; CARRIERE; CRICKMORE;

TABASHNIK, 2015).

Entretanto, algumas populacdes de insetos foram selecionadas quanto a

resisténcia as proteinas inseticidas de B. thuringiensis. O primeiro caso relatado em
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campo foi Plutella xylostella que foram selecionados pela resisténcia as proteinas
Cry presentes nos produtos Bt apds as pulverizacdes. Adicionalmente, considerando
as plantas Bt, foram comunicados casos de selecdo de Spodoptera frugiperda,
Busseola fusca e Helicoverpa armigera e H. zea resistentes as proteinas Cry
(TABASHNIK; WU; WU, 2012; WELCH et al., 2015). Com isso, a busca por novos
genes, novas taticas e estratégias tem sido desenvolvidas com a finalidade de

retardar a selecéo de resisténcia pelos insetos.

Uma dessas estratégias é o emprego de plantas transgénicas piramidadas, as
quais combinam varios genes inseticidas. O fato das proteinas Cry e Vip nao
compartilharem os mesmos receptores de membrana favorece o desenvolvimento
de plantas transgénicas que combinam diferentes proteinas com atividade inseticida
e modos de acao diferentes e/ou similares, o que pode, potencialmente, retardar o

aparecimento de insetos resistentes.

Desta forma, levando-se em consideracdo o grande acumulo de informacdes
sobre a biologia de B. thuringiensis, sua atividade entomopatogénica e utilizacdo no
controle biolégico, decidimos compor essa tese com trés publica¢cdes que abrangem,

parcialmente, a aplicabilidade desta bactéria.

No primeiro artigo, nés estudamos a interacao sinérgica e/ou antagbnica entre
as proteinas Cry e Vip através da avaliacdo em conjunto destas toxinas frente ao
lepidoptero Grapholita molesta Busck, 1916 (Lepidoptera: Tortricidae), uma

importante praga que ocasiona danos em plantas frutiferas.

Na segunda publicacdo, n6s optamos por clonar e expressar dois novos
genes vip (viplBb3 e vip2Bb4). As proteinas binarias Vipl/Vip2 tem seu modo de

acao diferente das proteinas inseticidas Cry e Vip3 e assemelham-se as proteinas
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de um grupo diferente de bactérias (Clostridium sp.). No entanto, essas proteinas
também sao formadoras de poros e possuem atividade inseticida frente a

coleopteros.

E, por fim, a terceira publicacdo, a qual contém a descricdo do genoma de B.
thuringiensis BR145. Esse isolado apresenta atividade entomopatogénica contra
Helicoverpa armigera Hubner, 1805 (Lepidoptera: Noctuidade) e Chrysodeixis
includens Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae). A andlise do genoma possibilitara

a identificacdo de novos genes inseticidas para futuras aplicacoes.
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ll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Grapholita molesta, Helicoverpa armigera e Chrysodeixis includens

Grapholita molesta Busck, 1916 (Lepidoptera: Tortricidae) ou mariposa
oriental € um inseto-praga polifago, economicamente importante em todo o mundo,
gue ocasiona danos em espécies frutiferas da familia Rosaceae, como ameixas,
cerejas, damascos, caqui, marmelo, nectarinas, sendo considerada praga primaria
em péssegos e secundaria em peras e macas (KIRK; DORN; MAZZI, 2013; SILVA-

BRANDAO et al., 2015; LI et al., 2016).

Os danos provocados pela mariposa oriental atingem tanto brotacdées quanto
frutos. Contudo, os prejuizos de maior importancia econémica ocorrem nos frutos,
uma vez que esta lagarta forma galerias internas na polpa e libera seus excrementos
na superficie do fruto depreciando seu valor de mercado. Adicionalmente, as
infestacdes por G. molesta também séo responsaveis por danos indiretos atuando
como porta de entrada para infec¢bes secundarias aos seus hospedeiros (MYERS;

HULL, 2007; BATISTA NETO, 2013).

Nativa da China, esta espécie esta amplamente distribuida encontrando-se
em todas as regides temperadas da Asia, Europa, Américas, Africa e Australia. No
Brasil, estd presente em alguns estados das regibes Sul-Sudeste, como Minas
Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (BATISTA NETO,

2013; KIRK; DORN; MAZZI, 2013; SILVA-BRANDAO et al., 2015).
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O controle da G. molesta é realizado principalmente por inseticidas sintéticos.
Compostos como organofosforados, tém sido amplamente utilizados no manejo
desta praga, sendo atualmente pouco efetivos pelo aparecimento de populacbes
resistentes. Um fator que contribui para a baixa efetividade deste controle € o
comportamento alimentar que mantém o inseto protegido nas plantas ou no interior

dos frutos (KIM et al., 2011; CHAVES et al., 2014).

Como forma de driblar o mecanismo de resisténcia deste inseto a estes
compostos, tem se planejado e empregado a substituicdo destes compostos por
diferentes maneiras de controle, incluindo a utilizacdo de novos grupos inseticidas,
como exemplo neonicotinoides, espinosina, bem como o emprego das técnicas de
disrupcdo do acasalamento com feroménios sexuais e a utilizacdo de agentes
biol6gicos como extratos florais e o parasitoide Trichogramma sp. (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (VARELA et al., 2011; CHAVES et al., 2014; JONES; KOPTUR,;

VON WETTBERG, 2016; MCGHEE et al., 2016).

Em relacdo ao emprego de B. thuringiensis, os produtos comerciais
demonstram atividade inseticida no controle da mariposa oriental (MONTEIRO;
SOUZA, 2010), contudo o controle néo é efetivo devido ao comportamento alimentar
desta praga que fica protegida no interior de plantas ou dos frutos (KIM et al., 2011,

CHAVES et al., 2014).

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada uma
das pragas mais danosas para a agricultura porque € uma lagarta de
comportamento polifago que acarreta danos em culturas de interesse econdémico
como milho, soja, feijdo, algodao, tomate, frutiferas e plantas ornamentais (CZEPAK;

ALBERNAZ, 2013; SPECHT et al., 2013).
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Os danos provocados pelo habito alimentar desta espécie afetam folhas,
caules, brotos, inflorescéncias, frutos e vagens, acarretando em perdas para a
planta tanto na fase vegetativa quanto na fase reprodutiva (CZEPAK; ALBERNAZ,

2013).

Esta espécie é amplamente distribuida com registros na Europa, Asia, Africa
e Oceania. Posteriormente, surgiram também relatos da presenca desta espécie nas
Américas ( CZEPAK; ALBERNAZ, 2013; TAY et al., 2013; ANDERSON et al., 2016;
DOURADO et al., 2016). No Brasil, sua ocorréncia foi relatada em 2013 nos estados
de Goias, Mato Grosso e Bahia, porém, em 2008, um espécimen de H. armigera foi
coletado no Parand (CZEPAK; ALBERNAZ, 2013; SPECHT et al., 2013; SOSA-

GOMEZ et al., 2016).

O controle desta espécie geralmente é realizado por inseticidas sintéticos,
entretanto, métodos alternativos tem sido implementados como o algoddo Bt
(PARAMASIVA et al., 2014; LUONG et al., 2017). O primeiro pais a empregar essa
tecnologia em combate a H. armigera foi a Australia, na década de 90, na tentativa
de diminuir os niveis de resisténcia a inseticidas sintéticos empregados no controle

desta praga (TAY et al., 2013; ANDERSON et al., 2016).

Atualmente no Brasil, esta praga € considerada uma das mais importantes e
seu controle tém sido realizados com o0 emprego de inseticidas sintéticos e agentes
biolégicos como B. thuringiensis e virus (PERINI et al., 2016). As grandes perdas
ocasionados pela infestacdo de H. armigera também tem levado a considerar a

implementacéo de culturas Bt para essa espécie (LEITE et al., 2014).

Chrysodeixis includens (= Pseudoplusia) Walker, 1858 (Lepidoptera:

Noctuidae), popularmente conhecida como lagarta falsa-medideira, esta distribuida
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pelos Estados Unidos, América do Sul e Australia utilizando as ilhas do Caribe
durante o periodo de diapausa (PALMA et al., 2015). No Brasil, esta espécie foi
considerada por muitos anos uma praga secundaria com distribuicbes limitadas,
porém, como uma lagarta polifaga, adaptou-se e tornou-se uma praga de
importancia econdmica ocasionando prejuizos em importantes culturas de verdo
como soja, algodao, feijdo e tomate, além de ser encontrada também em algumas

espécies da familia Brassicaceae (PALMA et al., 2015).

A lagarta falsa-medideira € controlada atualmente com inseticidas sintéticos e
estes tem propiciado a selecdo de resisténcia pelos insetos (SORGATTO;
BERNARDI; OMOTO, 2015). Com isso, para espécies como esta, que apresenta
comportamento polifago e dificuldade no controle por inseticidas sintéticos, ha
também o emprego de plantas Bt. No Brasil, o primeiro algoddo Bt também
expressando CrylAc foi liberado em 2005 (FUNICHELLO et al., 2013) e a primeira
soja Bt expressando CrylAc foi registrada para uso comercial em 2011 e liberada
para o cultivo em 2013 (YU et al., 2014). Considerando a resisténcia a CrylAc, gene
anico presente em Bollgard I® e o qual C. includens apresenta resisténcia, foi
desenvolvida uma nova planta transgénica Bollgard 1I® que expressa ndo somente
CrylAc como Cry2Ab (KNIGHT; HEAD; ROGERS, 2016). Nas culturas de feijao, o
controle é feito com inseticidas sintéticos (QUINTELA, 2001) o que € valido para as
culturas de tomate que também emprega a utilizacdo de agentes biolégicos como

diversos parasitoides e pulverizagbes com B. thuringiensis (MOURA et al., 2014).
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2.2 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram positiva, formadora de esporos,
com atividade entomopatogénica associada aos seus fatores de viruléncia e a
producdo de proteinas inseticidas que apresentam atividades entomopatégenas
contra larvas de diferentes ordens de insetos bem como, em alguns casos frente a
espécies de outros Filos (VILAS-BOAS et al., 2012; PALMA et al., 2014; DENG et
al., 2015). Esta bactéria, em conjunto com outras 11 espécies (Bacillus cereus sensu
stricto, Bacillus anthracis, Bacillus weihenstephanensis, Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides, Bacillus cytotoxicus e Bacillus toyonensis, Bacillus gaemokensis;
Bacillus manliponensis e Bacillus bingmayongensis) sdo consideradas como
membros do grupo taxonémico do Bacillus cereus sensu lato (SANTOS et al., 2010;

LIU et al., 2015; HENDRIKSEN, 2016; PATINO-NAVARRETE; SANCHIS, 2016).

Dentre as espécies deste grupo, B. thuringiensis compartilha caracteristicas
gendmicas similares a B. anthracis, o agente patogénico do anthrax e B. cereus um
patdgeno oportunista de humanos causador de gastroenterites. Além de
apresentarem genomas com similaridades elevadas, essas espécies possuem
fendtipos relativamente idénticos, sendo possivel distingui-las pelas caracteristicas
patogénicas codificadas por genes localizados principalmente em plasmideos, como
exemplo a sintese de cristais pelo B. thuringiensis (RASKO et al., 2005; VILAS-

BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007; SANTOS et al., 2010).

Esta bactéria apresenta em seu ciclo de vida duas fases: uma relacionada ao
crescimento vegetativo e outra que é a fase de esporulacdo. No inicio da fase de

crescimento vegetativo e ainda durante a fase estacionaria de crescimento sao
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sintetizadas duas principais proteinas Cry e Cyt (denominadas ©&-endotoxinas)
(PERALTA; PALMA, 2017) que apresentam atividade entomopatogénica e citolitica.
Estas proteinas sdo produzidas em quantidades elevadas e ao fim acumulam-se
constituindo o cristal proteico e sdo liberadas juntamente com os esporos. Estas
inclusbes proteicas sdo codificadas por genes que se localizam com maior
frequéncia nos plasmideos e menor frequéncia no cromossomo bacteriano (VILAS-

BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007; PALMA et al., 2014).

As 0&-endotoxinas sao reconhecidas como fatores de viruléncia primarios,
contudo, outros fatores contribuem para a patogenicidade do B. thuringiensis como
hemolisinas, enterotoxinas, quitinases, fosfolipases, a-exotoxina, (B-exotoxina e o
proprio esporo (VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007; VIDAL-QUIST;

CASTANERA; GONZALEZ-CABRERA, 2009; RAYMOND et al., 2010).

Além das proteinas Cry e Cyt sintetizadas em grande parte durante a
esporulacédo, células de B. thuringiensis durante a fase vegetativa, produzem outras
proteinas, que possuem atividades inseticidas conhecidas como Vip (proteinas
vegetativas) e Sip (proteinas secretadas) que sédo secretadas no meio de cultivo e
contribuem para a patogenicidade desta bactéria frente a insetos (CHAKROUN et
al., 2012; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2013; PALMA et al., 2014; PALMA;

BERRY, 2016).

B. thuringiensis foi isolado em 1901, por Shigetane Ishiwata, a partir de
lagartas do bicho-da-seda Bombyx mori Lineu, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae) no
Japao e descrito e classificado por Ernst Berliner em 1911 e 1915 na Alemanha,
respectivamente, a partir de um isolamento em lagartas-da-traca de farinha

Anagasta kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) (SANCHIS, 2011).
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Com caracteristicas como alta especificidade e toxicidade para uma ampla
variedade de insetos, esta bactéria é empregada no controle biolégico de insetos
considerados pragas agricolas e também vetores de doencas. Os primeiros ensaios
do uso de B. thuringiensis como agente biologico aconteceram durante a década de
20 frente a Lymantria dispar Lineu, 1758 (Lepidoptera: Lymantriidae) nos Estados
Unidos e Ostrinia nubilalis Hibner, 1796 (Lepidoptera: Pyralidae) na Europa. Com
resultados positivos, em 1938, foi comercializado o primeiro produto a base de B.
thuringiensis conhecido como Sporeine produzido na Franca (SANCHIS, 2011;

ZHANG; HUA; ADANG, 2016).

Atualmente, os inseticidas derivados deste agente representam 80% do
mercado de bioinseticidas em todo o mundo e tendem a aumentar, uma vez que 0s
genes que codificam as proteinas inseticidas estdo sendo empregados com sucesso
em novos formulados e no desenvolvimento de plantas transgénicas (CRAVA et al.,

2014).

2.2.1 Genomade B. thuringiensis

A sequéncia genbmica de qualquer organismo é um recurso enriquecido de
informacdes para os pesquisadores. As estruturas dindmicas e funcionais dos
genomas juntamente com as caracteristicas peculiares de cada genoma estdo

sendo revelados com o progresso de novas analises genémicas.

Atualmente, 89 genomas de B. thuringiensis estdo depositados no banco de

dados NCBI (National Center for Biotechnology Information), entre os quais 37
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apresentam genomas completo e 52 sdo drafts de genomas (genomas com
montagens parciais). Em geral, os genomas de B. thuringiensis variam de 4,93 Mb —

7,09 Mb e conteddo G+C entre 34,5 e 35,5%.

Comumente, B. thuringiensis comportam entre 2 a 12 plasmideos,
dependendo da linhagem, com tamanhos variando entre 2 kb a 600 kb
representando cerca de 10 — 20% do conteudo genético total desta bactéria (Zhong
et al., 2011). Em dados do NCBI, encontramos linhagens que portam 14 plasmideos
como B. thuringiensis serovar thuringiensis str. IS5056 e a amplamente conhecida B.

thuringiensis serovar kurstaki — HD1.

Entre as analises gendmicas pode-se observar que genomas menores
apresentam ndmeros menores de genes enquanto O inverso ocorre com genomas
maiores. Com isso, 0s genes caracterizados a partir de genomas de B. thuringiensis
auxiliam como uma ferramenta para a prospec¢ao de novos genes que possam ser
utiizados no controle biolégico aumentando a efichcia e propiciando o

desenvolvimento de novas aplicagdes biotecnoldgicas (SWAMY; ASOKAN, 2013).

2.2.2 Proteinas Cry

Proteinas Cry podem ser definidas como uma inclusao proteica parasporal de
B. thuringiensis que exibem atividade inseticida ou um efeito toxico para organismos
alvos e apresentam similaridade entre sequencias de aminoacidos com outras
proteinas Cry existentes (ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014,

CRICKMORE, 2016). Estas sao codificadas pelos genes cry que determinam os
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distintos perfis de toxicidade destas proteinas. Isto é possivel porque uma mesma
linhagem de B. thuringiensis pode conter uma Unica copia ou varias copias de um
mesmo gene cry e/ou varios genes cry diferentes, codificando a formacdo de
diferentes proteinas Cry resultando em cristais proteicos com diferentes tipos de
proteinas Cry (ARANTES; VILAS-BOAS; VILAS-BOAS, 2002; PIGOTT; ELLAR,

2007; ROH et al., 2007).

As toxinas Cry e as demais proteinas com atividade téxica como Vip, Cyt e
Sip séo classificadas unicamente de acordo com a identidade de seus aminoéacidos,
nao considerando sua toxicidade, e a classificacdo considera quatro niveis de
identidade. Aminoéacidos que apresentam 45% de homologia em sua sequéncia sao
agrupados no primeiro ranque (Cryl, Cry2 etc.). Se essa proteina compartilha
menos que 78% de identidade, sera entdo atribuida ao segundo nivel (CrylA, CrylC
etc.); compartilhando até 95%, sera classificada no terceiro ranque (CrylAa, CrylAb,
CrylAc etc.) e para o quarto ranque, a identidade devera ser maior que 95% (Figura
1) (ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014; BRAVO et al., 2013; PALMA et
al., 2014). Atualmente, sédo descritas mais de 750 proteinas Cry classificadas em 74

classes (CRICKMORE et al., 2017).

As analises filogenéticas das sequéncias de proteinas Cry mostraram que a
familia destas toxinas agrupam nesta classificacao, além das toxinas 3D-Cry, outras
proteinas néo relacionadas filogeneticamente como as toxinas Etx/Mtx, algumas
proteinas Bin-like com caracteristicas binarias e as proteinas Cyt. A classificacédo
destas proteinas como pertencentes a familia Cry decorrem do fato que elas
compartilham similaridades com as sequéncias de proteinas Cry, porém nhao

apresentam a conservacgao caracteristica dos blocos que compdem as proteinas 3D-
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Cry (PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013; ADANG; CRICKMORE; JURAT-

FUENTES, 2014).

Protein type Rank1 Rank2 Rank3 Rank4
(Cry, Cyt,ViporSip) <45% <78% <95% >95%

min id identi

Figural. Visdo esquematica da nomenclatura para &-endotoxinas (Cry e Cyt) e

toxinas secretaveis (Vip e Sip) (Palma et al., 2014).

Cinco blocos de aminoacidos conservados sdo encontrados na maioria das
sequéncias. Essas regides conservadas sao frequentemente observadas em
por¢cdes internas das proteinas e nas regides de contato entre dominios, porém néo
obrigatérias, uma vez que algumas proteinas Cry ndo apresentam um ou mais
blocos, como é o caso da Cryll, a qual ndo apresenta os blocos 3 e 5 (Figura 2),
sugerindo que esses blocos possam estar relacionados com a estabilidade e a
funcdo destas proteinas (SCHNEPF et al., 1998; PIGOTT; ELLAR, 2007; ADANG;

CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014).

Embora as proteinas 3D-Cry apresentem uma ampla variabilidade na
especificidade para diferentes insetos e sequéncia de aminoacidos distintos, estas

compartilham uma estrutura semelhante constituida por trés dominios principais e
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ativos que sugerem um modo de ac&o similar entre elas (Figura 3) (PARDO-LOPEZ;

SOBERON; BRAVO, 2013; ZHANG; HUA; ADANG, 2016).

Cryl
Cryll

(23 )

Figura2. Representacdo parcial da diversidade das toxinas Cry. Blocos
conservados descritos por Schnepf et al. (1998) sdo mostrados coloridos (Adaptado
de Adang et al., 2014).

O dominio I, correspondente a por¢cdo amino-terminal destas proteinas, €
formado por cadeias polipeptidicas constituidas de sete a-hélices, uma central e
hidrofébica (a5), envolto por outras seis cadeias anfipaticas (a1, a2, a3, a4, a6 e a7).
Este dominio é responsavel pela inser¢cdo desta na membrana e a formacédo do poro
(BRAVO et al., 2013; ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014; ZHANG;

HUA; ADANG, 2016).
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O dominio Il tem como funcdo o reconhecimento dos receptores presentes no
intestino médio do inseto, a ligacdo irreversivel a estes receptores e a toxicidade
desta toxina, uma vez que este dominio apresenta diversidade (ADANG;
CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014; JURAT-FUENTES; CRICKMORE, 2016).
Este dominio consiste de trés folhas B-pregueadas antiparalelas e duas curtas
hélices com um core hidrofébico, dispostas numa forma triangular beta-prisma, com
trés projecbes em forma de alcas (1, 2 e 3) presentes no apice da conformacéo

(PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013; XU et al., 2014).

')\~7" 1in |”
A C Domain 1]

Domain |

Figura 3. Estrutura 3-D CrylAa. A: visdo geral dos trés dominios de CrylAa na
qual o dominio | estd em vermelho, dominio Il em azul e dominio Ill em verde. B:
Dominio | com a-hélices em diferentes cores. C: Dominio Il com a-hélices e algas;

dominio Il com duas folhas B-antiparalelas (Adaptado de Zhang et al., 2016).
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O dominio ll, referente a porgcéo carboxi-terminal, possui conformacéao do tipo
B-sanduiche, formado por duas folhas B-antiparalelas com alcas que conferem a
especificidade de ligacdo aos receptores celulares, da mesma forma que o dominio
Il, e a estabilidade estrutural da proteina, protegendo-a de degradacdo durante a
protedlise (JURAT-FUENTES; CRICKMORE, 2016; ZHANG; HUA; ADANG, 2016).
Recentemente, a estrutura da proteina CrylAc foi melhor elucidada demonstrando
gue quatro novos dominios (IV, V, VI e VII) estdo presentes na regido C-terminal
desta proteina. Os dominios IV e VI sdo formados por a-hélices enquanto os
dominios V e VIl sdo compostos fitas B e sdo responsaveis pelo dobramento das
proteinas (EVDOKIMOV et al., 2014; TABASHNIK et al., 2015; SOBERON;

MONNERAT; BRAVO, 2016).

2.2.2.1 Mecanismo de acédo das proteinas Cry

Diferentes modelos de acdo para as proteinas Cry tém sido propostos para
descrever como o0s poros sdo formados nas membranas intestinais do inseto

causando lise e consequentemente morte celular (GOMEZ et al., 2014).

O modelo de agao designado “formacgado de poros” (Figura 4) consiste em
etapas sequenciais que se iniciam com a solubilizacdo da protoxina no intestino do
inseto que apresenta, entre outras caracteristicas, pH alcalino. Durante o processo
de ativacao, as proteases presente nessa regido clivam essa proteina nas por¢des N
e C-terminais removendo 43 e 500 aminoacidos respectivamente, gerando uma
toxina de aproximadamente 60 kDa. Com isso forma-se um mondmero, mantendo o0s

trés dominios, tornando essa toxina ativa. Em etapa posterior, essa toxina ativada
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liga-se a receptores especificos localizados nas microvilosidades do intestino médio
do inseto (ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014; XU et al.,, 2014;

SOBERON; MONNERAT; BRAVO, 2016).

De modo geral, a etapa de ligacdo da toxina acontece primeiramente aos
receptores APN e ALP, os quais ela apresenta baixa afinidade nesse momento,
porém estdo presentes abundantemente na membrana, elevando a concentracao
das toxinas para o segundo passo de ligacdo — a interacdo com o receptor Caderina
(PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013; GOMEZ et al., 2014; SOBERON;

MONNERAT; BRAVO, 2016).

A interacdo com a caderina é de alta afinidade e envolve epitopo diferentes
da proteina e do receptor. Essa interagao facilita o processamento proteolitico da a-
hélice 1, presente na porcdo N-terminal, induzindo a formacao de oligbmeros. Estes,
em etapa posterior, interagem novamente com receptores APN ou ALP, levando
este oligbmero a insercdo na membrana. Com isso, poros nao seletivos e
permeaveis sdo formados acarretando na lise celular (BRAVO; GILL; SOBERON,
2007; PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013; GOMEZ et al, 2014,

BRETSCHNEIDER; HECKEL; PAUCHET, 2016).

Um modelo alternativo, conhecido como “transducéo de sinal”, sugere que as
proteinas que compartilham os trés dominios ndo sédo formadoras de poros, mas
ativam uma cascata sinalizadora através da interacdo das proteinas Cry com a
caderina que atua como um receptor especifico (ZHANG; HUA; ADANG, 2016).
Neste modelo, propde-se que a interacdo da proteina Cry diretamente com a
caderina dispara uma via de sinalizacdo intracelular que resulta na ativacdo da

proteina G e adenilato ciclase, resultando no aumento da concentracdo de
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adenosina monofosfato (AMP) ciclico intracelular e ativacdo da proteina quinase A,
consequentemente ocasionando a desestabilizacdo do citoesqueleto e a formacao
de canais id6nicos na membrana (Figura 4) (ZHANG et al., 2006; BRAVO,;

SOBERON, 2008; PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013; XU et al., 2014).

Solubilizagdo  Protoxina

Ativagio Toxina Cry

Ingestdo

Septicemia e morte

\

APNouALP ( ¥ 4
\t Limen

cristal

Ligagdo

; receptores

"b

Inser¢do
Monomero

/ Hemocele

PRI AZ N T s, A Invas3o bacteriana
...... Rt A .

Oligomerizagao

Adenllato ’P . Morte celular

Proteina G
ciclase

cAMP

Figura 4. Representacdo dos modelos de “formagao de poros” e “transducéo de
sinal”. Depois da ingestdo dos cristais, a protoxina € solubilizada no intestino do
inseto tornando-se toxina Cry ativa. A toxina atravessa a matriz peritrofica, ligando-
Se aos receptores presentes nas microvilosidades resultando na ativacdo do modelo
de transducédo de sinal e/ ou no modelo sequencial de formacéo de poros. Ambos

ocasionam a morte do inseto (Adaptado e modificado de Adang et al., 2014).

Recentemente, outra hipotese tem sido discutida. O modelo de acdo “modo
duplo” (Figura 5) foi proposto por Gomez et al. (2014), no qual as diferentes

proteases do intestino do inseto podem influenciar a ativagdo da proteina e com
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isso, tanto a protoxina, quanto a toxina ativa pode matar insetos utilizando diferentes
vias (GOMEZ et al., 2014; TABASHNIK et al., 2015). Simplificadamente, nesse
modelo, as toxinas e protoxinas ligam-se a caderina com afinidades similares e dois
diferentes oligbmeros sao formados, distinguindo-se em tamanho, sensibilidade a
temperatura, habilidade de insercdo na membrana e caracteristicas do poro

(GOMEZ et al., 2014; SOBERON; MONNERAT; BRAVO, 2016).

distintos )
| I
Toxina ativada Protoxina
por proteases

L Toxina ativada

{1 ooispores ? ]

Ligagdo aos receptores

A 4
Clivagemproteolitica @ = = = = = = = =« = = = |

Figura 5. Modo de agdo “duplo modo”. Protoxinas poderiam ser ativadas por
proteases resultando em toxinas ativas e ambas as moléculas, protoxina e toxina,
sao capazes de ligar-se a caderina presente no intestino do inseto e apos, sofrerem
uma etapa extra de clivagem. Os oligbmeros formados inserem-se na membrana
promovendo a formacdo de poros. Os dominios estdo representados por I, Il e Il
(responsaveis pela ligacdo aos receptores e toxicidade) e IV, V, VI e VIl (envolvidos
no empacotamento das proteinas Cry) (Adaptado e modificado de Soberén et al.,
2016 e Tabashnik et al., 2015).
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Independentemente do modo de acao, ocorre a lise celular do intestino meédio
do inseto e consequente paralisia do aparelho digestivo. Assim, a larva morre por
inanicdo ou por septicemia provocada pela germinacdo dos esporos e multiplicacado
das células vegetativas (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; BRAVO; SOBERON,

2008).

2.2.3 Receptores de proteinas inseticidas

Diferentes proteinas tém sido identificadas como receptoras de proteinas Cry
entre elas: N-aminopeptidases (APN), caderinas (CADR), fosfatases alcalinas (ALP),
duas proteinas glicoconjugadas (GCR), com 270 e 250 kDa, respectivamente, e
proteinas transportadoras do sistema ABC (Figura 6). Em adicdo, glicolipideos de
insetos também tém sido considerados como receptores em nematodeos (PIGOTT,;
ELLAR, 2007; ROH et al., 2007; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2010; BRAVO et

al., 2011; ADANG; CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014).

As proteinas APNSs, caderinas e ALPs sado os receptores melhores descritos,
sendo os receptores APN e caderina, as primeiras proteinas reconhecidas como
possiveis receptores para proteinas Cry em insetos (ADANG; CRICKMORE; JURAT-

FUENTES, 2014).

Os receptores APNs apresentam peso molecular de 100 — 150 kDa, com
peptideo sinal presente na sequéncia final da regido C-terminal e esta ancorado a
membrana por um glicosilfosfatidilinositol (GPI) em regifes ricas em lipideos como

colesterol e esfingolipideos. Essas proteinas estdo envolvidas no reconhecimento
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dos epitopos da estrutura primaria da proteina e em conjunto com endopeptidases e
carboxipeptidases, eles degradam as proteinas derivadas da dieta do inseto

(PIGOTT; ELLAR, 2007; CRAVA et al., 2013; ADANG,; CRICKMORE; JURAT-

GalNAc NAC !
APN ALP
GCR

CADR

FUENTES, 2014).

Figura 6. Receptores moleculares da proteina CrylAa. CADR (caderina); APN
(N-aminopeptidase); ALP (fosfatase alcalina) e GCR (glicoconjugado de 270 kDa)
(Bravo et al., 2007).

As caderinas séo definidas pela presenca de um ou mais dominios repetidos
de ligacdo ao calcio e geralmente podem estar ancoradas a membrana por um
dominio transmembranico ou por um GPIl. Essas proteinas sdo essenciais em
diferentes fungbes celulares como comunicacdo, sinalizacdo e estrutura, entre
outras (BEL; ESCRICHE, 2006; PIGOTT; ELLAR, 2007). Em B. thuringiensis, estas
proteinas ndo somente sdo associadas com receptores especificos como também
facilitam as etapas proteoliticas, oligomerizacdo e formacéo eficiente dos poros

(BEL; ESCRICHE, 2006).
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As glicoproteinas ALPs integram o maior grupo de proteinas ligantes de Cry,
identificadas em Lepidoptera, Coleoptera e Diptera, com peso molecular de 65 kDa
desempenhando funcdo importante na toxicidade, dado que seus niveis de
expressao nos primeiros estadios larvais sdo maiores que os niveis de APN, além
de seu papel de proteina receptora (ARENAS et al., 2010; ADANG; CRICKMORE;

JURAT-FUENTES, 2014).

2.2.4 Proteinas Vip

As proteinas Vip foram descobertas na década de 90 e constituem uma nova
familia de proteinas inseticidas que sdo expressas durante a fase vegetativa de
crescimento de B. thuringiensis. Estas proteinas sdo secretadas no meio de cultura
como proteinas soluveis podendo ser detectadas no sobrenadante de culturas 15 h
apos a inoculacao, persistindo até o final da esporulacdo o que reflete sua alta
estabilidade (ESTRUCH et al., 1996; WARREN, 1997; CHAKROUN et al., 2016).

Diferentemente das proteinas Cry, as proteinas Vip ndo formam inclusdes proteicas.

As proteinas Vip ndo apresentam homologia de sequéncias ou estrutura com
as proteinas Cry, porém seguem as normas de nomenclatura das proteinas Cry e
sdo classificadas dentro de quatro diferentes familias: Vipl, Vip2, Vip3 e
recentemente uma nova familia classificada como Vip4. Atualmente sdo descritas
141 proteinas Vip (CRICKMORE et al., 2017). Vipl e Vip2 séo toxinas binarias com
alta atividade entomopatogénica contra Coleoptera e Hemiptera; Vip3 sdo proteinas

de cadeia simples com atividade inseticida contra Lepidoptera, contudo para as
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toxinas Vip4 insetos-alvos ainda ndo foram identificados (PALMA et al.,, 2014,

CHAKROUN et al., 2016).

Uma correlagcéo entre a presenca de genes vip e cry numa mesma linhagem
de B. thuringiensis € observada visto que 0s genes vip frequentemente s&o
encontrados em plasmideos que abrigam genes cry e em geral, sdo associados com

a presenca de cryl e cry2 (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2009).

2.2.4.1 Vipl/Vip2

As proteinas Vipl e Vip2 séo toxinas binarias sintetizadas por algumas
linhagens de B. thuringiensis, B. cereus, Bacillus sphaericus e Brevibacillus
laterosporus (CHAKROUN et al., 2016; SELLAMI; SLIM; JAMOUSSI, 2016). Essas
toxinas sdo denominadas binarias decorrentes da necessidade de atuarem em
conjunto para demonstrarem toxicidade. Vipl/Vip2 apresenta atividade inseticida
contra espécies da ordem Coleoptera e Hemiptera (SATTAR, 2011; YU et al., 2011,

SHINGOTE et al., 2013).

Os genes vipl e vip2 que codificam estas proteinas estdo localizados em
megaplasmideos, no mesmo operon, separados por um espaco intergénico de 4 —
16 pb, e sdo co-transcritos em um dnico cistron de aproximadamente 4 kb

(WARREN, 1997; MURAWSKA et al., 2013; Bl et al., 2014; PALMA et al., 2014).

Estas proteinas sédo produzidas no inicio da fase logaritmica de crescimento,
atingindo seu maximo na fase estacionaria e mantendo os niveis elevados de

expressao durante a fase de esporulagao (SHI et al., 2004).
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Vip1/Vip2 apresentam peso molecular aproximado de 100 e 50 kDa, contendo
peptideos sinais, caracteristicos de Bacillus (30 e 50 aa, respectivamente), na
porcdo N-terminal de ambas as proteinas (SHI et al., 2004, 2007; SHINGOTE et al.,
2013). Apos a clivagem do peptideo sinal, durante a secrec¢éo, as proteinas exibem

82 kDa e 45 kDa, respectivamente (Bl et al., 2014).

Essas proteinas pertencem a familia de toxinas actina-ADP-ribosilantes. As
similaridades de sequéncias com proteinas de Clostridium indica que Vipl é
responsavel pela ligacdo aos receptores de membrana e translocacdo de Vip2
através da membrana enquanto a Vip2 € atribuida a atividade enzimatica (SELLAMI,;

SLIM; JAMOUSSI, 2016).

2.2.4.1.1 Modo de acao das proteinas Vip1/Vip2

Em geral, os mecanismos de acdo das proteinas Vip ndo sdo bem
compreendidos. Para a atividade das toxinas binarias, sdo descritas varias etapas
gue se iniciam com a ingestdo das toxinas pelas larvas. Uma vez ingeridas, a
protoxina Vipl é ativada proteoliticamente no intestino médio do inseto por proteases
como a tripsina, formando mondémeros ativos. Os mondmeros ativos de Vipl
originam oligbmeros que interagem com 0s receptores presentes na membrana do
intestino médio do inseto e inseridos nesta membrana promovem a formacdo de
poros. Os poros formados sdo assimétricos e anion moderadamente seletivos, que
permitem a translocacado de Vip2 para dentro do citoplasma através de endossomos
(LEUBER et al., 2006; PALMA et al., 2014; CHAKROUN et al., 2016; SELLAMI;

SLIM; JAMOUSSI, 2016).
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Figura 7. Modelo proposto de acdo para as toxinas binarias Vipl/Vip2. A
protoxina Vipl € processada proteoliticamente por proteases no intestino do inseto
e, quando ativada liga-se aos receptores especificos. Vip2 liga-se aos oligbmeros de
Vipl e entra na célula por endocitose onde catalisa a transferéncia de um grupo
ADP-ribose de NAD para monbémeros de actina inibindo sua polimerizacéo
(CHAKROUN et al., 2016).

Uma vez no citoplasma, o dominio catalitico de Vip2 promove a
transferéncia de um grupo ADP-ribose de NAD para actina bloqueando a
polimerizagdo e em consequéncia, inibindo a formacdo de microfilamentos que
desestabilizam o citoesqueleto levando a morte celular (Figura 7) (JUCOVIC et al.,
2008).
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2.2.4.2 Vip3

Os primeiros genes vip3 foram obtidos a partir das linhagens AB88 e AB424
de B. thuringiensis e denominados vip3Aal e vip3Abl, respectivamente (ESTRUCH
et al., 1996). Estes genes possuem 2,4 kb e estdo normalmente localizados em
grandes plasmideos (MESRATI et al., 2005). Presume-se que 0s genes Vip3A estédo
localizados a 101 bp upstream do cédon de inicio e que as regides promotoras -35 e
-10 sd@o semelhantes ao promotor oF de Bacillus subtilis e 0> de B. thuringiensis
sugerindo que a transcricdo desse gene é dirigida pela holoenzima E ¢*°, (MESRATI

et al., 2005; CHAKROUN, 2015).

Vip3 possui aproximadamente 787 aa com peso molecular entre 88 e 90 kDa,
quando ingeridas pelas larvas de lepidopteros sdo processadas pelas peptidases
intestinais em fragmentos proteoliticos de 20 e 62 kDa, considerados como a forma

ativa da toxina (LIU et al., 2011; CHAKROUN; FERRE, 2014).

A porcdo N-terminal, responsavel pela translocacdo da proteina pela
membrana celular e enovelamento destas proteinas, é conservada e contém o
peptideo sinal, com residuos carregados positivamente (Asn-2 — Asn-7) formando
um core hidrofébico (Thr-8 — lle-34) que € similar a outros peptideos sinal descrito
para Bacillus. De forma distinta, este peptideo ndo € processado durante a secrecao
(ESTRUCH et al.,, 1996; DOSS et al.,, 2002; PALMA et al.,, 2014; CHAKROUN,

2015).

A regido C-terminal, responsavel pela especificidade desta proteina, é
variavel (CHAKROUN et al., 2016). Argumenta-se que os ultimos aminoacidos desta

por¢cdo sao criticos para a atividade e estabilidade das proteinas Vip3, uma vez que,
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quaisquer mutacbes nesses residuos alteram a toxicidade da proteina

(SELVAPANDIYAN et al., 2001; GAYEN; HOSSAIN; SEN, 2012).

A estrutura tridimensional das proteinas Vip3 ndo esta elucidada. Predicbes
da estrutura secundaria sugere que a-hélices compdem a porcdo N-terminal
enquanto o C-terminal € formado por estruturas em B-hélices e espirais (RANG et

al., 2005; WU et al., 2007).

2.2.4.2.1 Modo de acao das proteinas Vip3

As proteinas Vip3 demonstram atividade inseticida contra uma ampla
variedade de insetos da ordem Lepidoptera exibindo essa mesma atividade contra

insetos que possuem menor susceptibilidade as proteinas Cry (PALMA et al., 2014).

O modo de acado destas proteinas ainda ndo esta elucidado e indica que as
etapas de acdo das proteinas Vip3 sdo muito similares ao modo de acdo das
proteinas Cry como a ativacdo da proteina, ligacdo a receptores especificos
(diferentes daqueles utilizados pelas proteinas Cry) presentes no intestino médio do
inseto e formacao de poro (PALMA et al., 2014; CHAKROUN et al., 2016). Um dos
fatores a ser esclarecido € o fragmento de 20 kDa resultante do processamento
proteolitico. Este € copurificado com o fragmento de 62 kDa sugerindo que mesmo
apos a ativacdo, a proteina mantém os dois fragmentos em conjunto (Figura 8)

(CHAKROUN et al., 2016).
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Figura 8. Modelo proposto de acdo para as proteinas Vip3. A protoxina é
processada proteoliticamente por proteases no intestino do inseto. O fragmento ativo
de 65 kDa liga-se aos receptores especificos (com o fragmento de 22 kDa ainda
ligado ou n&o). Entdo os poros séo formados levando a morte celular (CHAKROUN
et al., 2016).

2.2.5 Interacdes entre proteinas Cry e Vip

Estudos referentes a sinergismo e/ou antagonismo entre as proteinas
inseticidas sédo importantes para prover evidéncias de possiveis efeitos inesperados,
tanto sobre insetos-alvos, quanto sobre organismos ndo alvos. Esses ensaios
tornaram-se exigéncias de algumas agéncias regulatérias nos Estados Unidos e
outros paises para avaliar a seguranca de plantas geneticamente modificadas,

combinando diferentes proteinas inseticidas com o mesmo ou diferentes modos de
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acao (LEVINE et al., 2015). As avaliacbes sobre interacdes sinérgico-antagonicas
consideram protetores incorporados nas plantas (PIPs) individuais ou combinados,
uma vez que misturas de toxinas podem ser mais eficazes do que as toxinas
individuais e também retrasam o aparecimento da resisténcia em insetos-alvos

(TABASHNIK, 1992; LI; BOUWER, 2014; LEVINE et al., 2015).

Na tentativa de explicar essas interacdes, algumas hipéteses tém sido
propostas. Como exemplo, para interacdes antagdnicas, é sugerido que as duas
proteinas poderiam interagir fisicamente formando um complexo que inativaria essas
toxinas. Outra possivel explicacdo poderia ser que o complexo formado ocultaria o
epitopo da proteina mais toxica impedindo a interacdo com os receptores (LEMES et

al., 2014).

Assim, como os efeitos antagdnicos ndo estdo elucidados, os mecanismos
para as interacdes sinergisticas também ndo sdo compreendidos. Uma hipdtese
seria que a combinacdo de poros formados por diferentes toxinas provocaria a
ruptura osmoética e intensificaria a toxicidade devido ao aumento da permeabilidade
(LEE et al., 1996; XUE et al., 2005). Outra possibilidade seria a combinacao destas
proteinas compondo hetero-oligbmeros com maior afinidade para os receptores que
as estruturas homo-oligoméricas. E por fim, uma hipétese sugere que a mistura de
toxinas presentes no intestino médio do inseto inibe a ligacdo de proteinas
ineficazes aos receptores, facilitando ligacdo das demais toxinas ( SCHNEPF et al.,

1998; AZIZOGLU et al., 2016).
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2.2.6 Plantas Bt

A bactéria B. thuringiensis foi um dos primeiros agentes microbianos
empregados no controle bioldgico de insetos, na forma de produtos comerciais,
devido caracteristicas como especificidade, facilidade de producdo e
armazenamento, seletividade e seguranca para demais insetos nao-alvo. Porém,
caracteristicas como baixa estabilidade em campo, devido a fatores abioticos,
favoreceram a busca por novos mecanismos que pudessem aproveitar melhor a

atividade entomopatogénica desta bactéria.

Uma das primeiras aplicacdes da engenharia genética nos anos 80 foi a
introducdo, nas plantas, de genes que conferiam caracteristicas agronomicamente
importantes. Assim sendo, 0s genes codificadores para as toxinas de B.
thuringiensis, presentes em diferentes plantas, possibilitam a producdo destas
toxinas em diferentes tecidos vegetais, conferindo uma protecédo frente as pragas

mais importantes (FERRE; RIE; MACINTOSH, 2008).

A primeira planta geneticamente modificada para controle de insetos, “plantas
Bt”, foi comercializada em 1996, inicialmente nos Estados Unidos e Europa e,
expressava somente uma proteina Cry com atividade entomopatogénica para
insetos que ocasionavam danos as culturas. Assim, a proteina CrylAb era expressa
em milho, como CrylAc em algodéao e Cry3A em batatas (SANAHUJA et al., 2011,
CARRIERE; FABRICK; TABASHNIK, 2016). No Brasil, as plantas Bt foram
inicialmente comercializadas em 2005, quando foi liberado o plantio de algodao que

expressava CrylAc. Apds, outras culturas, como milho e soja foram liberadas para
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comercializacdo e atualmente continuam sendo adotadas. Em 2015, no Brasil, foram

plantados 44,2 milhdes de hectares de plantas transgénicas (JAMES, 2015).

O uso de produtos comerciais a base de B. thuringiensis e/ou plantas Bt tem
ocasionado o aparecimento de populagdes resistentes de alguns insetos. O primeiro
caso de resisténcia relatado em campo foi para Plutella xylostella Lineu, 1758
(Lepidoptera: Plutellidae) (FERRE; VAN RIE, 2002; CRICKMORE, 2016;). Ap0s,
resisténcia em diferentes espécies tem sido relatada; relacionadas ao uso de
pulverizagdo com produtos Bt [Trichoplusia ni Hubner, 1803 (Lepidoptera:
Noctuidae)] e as plantas modificadas [Helicoverpa zea Boddie, 1850 (Lepidoptera:
Noctuidae), Busseola fusca Fuller, 1901 (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera
frugiperda Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae), Pectinophora gossypiella
Saunders, 1844 (Lepidoptera: Gelechiidae) e Diabrotica virgifera LeConte, 1868
(Coleptera: Chrysomelidae)] (TABASHNIK et al., 2013; CARRIERE; FABRICK;

TABASHNIK, 2016).

Com isso, medidas para manejar a resisténcia tém sido tomadas. Entre elas,
o desenvolvimento de uma segunda geracao de plantas geneticamente modificadas.
A primeira geracdo de plantas Bt expressava uma Unica proteina inseticida. Na
segunda geracdo, utiliza-se uma técnica conhecida como piramidacdo onde as
plantas expressam uma combinag¢do de duas ou mais toxinas ativas que tornam as
culturas mais eficazes, diminuindo a possibilidade de aparecimento de populagbes
resistentes. Assim, plantas expressando tanto proteinas Cry quanto Vip sao obtidas

(FERRE; VAN RIE, 2002; IVES et al., 2017).
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[ll. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho foi subdividido em trés importantes estudos: 1) analisar a
toxicidade de proteinas Vip3Aa e Cryl e as interagcfes (sinérgicas ou antagonicas)
frente as larvas de G. molesta; 2) clonar e expressar 0os genes ViplBb3 e vip2Bb4
em uma linhagem de B. thuringiensis para possiveis avaliacfes da toxicidade frente
a coleodpteros; 3) explorar o genoma de um isolado brasileiro de B. thuringiensis
(BR145), com atividade toxica para H. armigera e C. includens, quanto a presenca
de genes cry e vip, e seus fatores de viruléncia para futuras aplicacdes

biotecnolégicas.

3.1 Objetivos Especificos

Quanto ao primeiro estudo:

e Expressar, purificar e ativar as proteinas Vip3Aa e Cryl a partir de
clones em E. coli recombinantes.

e Verificar a toxicidade das proteinas Cryl e Vip3Aa na mortalidade de
larvas de G. molesta.

e Avaliar as interacdes sinérgicas e antagbnicas destas proteinas através

de bioensaios.

Referente ao segundo estudo:

e Clonar os genes viplBb3 e vip2Bb4 de B. thuringiensis V-J20.2 em
linhagens de E. coli e em uma linhagem de B. thuringiensis.

e Expressar os genes vip2Bb4 e vip1Bb3 em células de B. thuringiensis.
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Ao terceiro:

e Avaliar a atividade inseticida da linhagem BR145 para H. armigera e C.
includens.

e Analisar o genoma da linhagem B. thuringiensis BR145 buscando
encontrar novos genes vip e cry que possam apresentar atividade
inseticida com possibilidade de disponibilizacdo para futuras
aplicagoes.

e Avaliar a presenga de outros fatores viruléncia de B. thuringiensis que

contribuem para a atividade entomopatogénica desta bactéria.
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The Oriental fruit moth, Grapholita molesta (Lepidoptera: Tortricidae), is a major pest of fruit trees world-
wide, such as peach and apple. Bacillus thuringiensis has been shown to be an efficient alternative to syn-
thetic insecticides in the control of many agricultural pests. The objective of this study was to evaluate
the effectiveness of B. thuringiensis individual toxins and their mixtures for the control of G. molesta.
Bioassays were performed with Cry1Aa, Cry1Ac, Cry1Ca, Vip3Aa, Vip3Af and Vip3Ca, as well as with
the commercial products DiPel® and XenTari®. The most active proteins were Vip3Aa and Cry1Aa, with

g?i/::l (:;tlisf:rui( o LCso values of 1.8 and 7.5 ng/cm?, respectively. Vip3Ca was nontoxic to this insect species. Among the
Vip3 proteins commercial products, DiPel® was slightly, but significantly, more toxic than XenTari®, with LCs, values
Cry proteins of 13 and 33 ng commercial product/cm?, respectively. Since Vip3A and Cry1 proteins are expressed
Antagonism together in some insect-resistant crops, we evaluated possible synergistic or antagonistic interactions
Tortricidae among them. The results showed moderate to high antagonism in the combinations of Vip3Aa with

Cry1Aa and Cry1Ca.

© 2016 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

Bacillus thuringiensis is an entomopathogenic bacterium that
produces several types of insecticidal proteins, such as Cry, Cyt,
Vip, and Sip proteins, along with other virulence factors contribut-
ing to its pathogenicity. Among them, Cry and Vip3 proteins are the
ones that have been best characterized (Vilas-Boas et al., 2012;
Palma et al., 2014). Cry proteins are produced during the sporula-
tion phase as parasporal crystals and some of them exhibit a speci-
fic toxic effect to insects belonging to different orders, mainly
Lepidoptera, Coleoptera and Diptera (Schnepf et al., 1998; Ricieto
et al, 2013; Palma et al,, 2014). Vip3 proteins are produced during
the vegetative growth and are not concentrated in crystals since
they are secreted to the environment or the culture medium
(Estruch et al., 1996; Chakroun et al., 2016). Vip3 proteins are very
toxic to Lepidoptera (Chakroun et al,, 2012; Herndndez-Martinez
et al, 2013). The mode of action of Cry proteins involves solubiliza-
tion and activation by gut proteases, recognition and binding to
midgut receptors, pore formation, and cell lysis, finally causing
the death of the insect (Bravo et al., 2007). Vip3 proteins are also
cleaved by midgut proteases and bind to specific receptors in the

* Corresponding author at: Departamento de Genética, Facultad de CC. Bioldgicas,
Dr. Moliner 50, 46100 Burjassot (Valencia), Spain.
E-mail address: juan.ferre@uv.es (J. Ferré).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2016.09.006
0022-2011/© 2016 Published by Elsevier Inc.

insect midgut, which are different from those of Cry proteins
(Chakroun et al., 2016).

Biopesticides based on B. thuringiensis have been used since the
middle of the last century. They are widely used in organic farming
and, compared to chemical insecticides, they have some
advantages since they lack safety periods and are harmless to
non-target organisms, including insect predators and other benefi-
cial insects. On the other hand, due to the low persistence of the
active ingredient in the environment, repeated applications is
common practice. This has led to some outbreaks of resistance to
B. thuringiensis commercial products (Ferré & Van Rie, 2002) and
more recently, to Bt-crops (transgenic crops protected from insects
by the expression of cry or/and vip3 genes) expressing a single Cry
protein (Tabashnik et al., 2009).

Grapholita molesta (Busck, 1916) (Lepidoptera: Tortricidae) is
native from Asia, although it is present in all temperate zones of
Europe, America, Africa and Australia. It is considered a pest of
economic importance around the world since it causes damage
to production of fruits like peaches, nectarines, apricots and apples,
and can be associated with attacks in others crops (Myers et al.,
2007; Pifiero and Dorn, 2009; Kirk et al., 2013). Data on the insec-
ticidal activity of B. thuringiensis Cry proteins for the control of
other Tortricidae pests, such as Cydia pomonella and Lobesia
botrana, have been reported (Boncheva et al, 2006; Ruiz de
Escudero et al., 2007). However, despite the fact that formulations
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of B. thuringiensis have been tested in the field and laboratory for
the control of G. molesta (Rama et al., 2001; Monteiro and Souza,
2010), there are no reports on the activity of individual
B. thuringiensis proteins on this pest.

In the present study, we show the effectiveness of B. thuringiensis
bioinsecticides for the control of G. molesta, test the insecticidal
activity of some individual Cry1A and Vip3 proteins, and show an
antagonistic effect in some of their combinations.

2. Materials and methods
2.1. Insects

A colony of G. molesta was established and maintained at the
University of Valencia (Spain), originally obtained from Entomos
AG (Switzerland). Insects were reared on semi-artificial diet
(Guennelon et al., 1981) under controlled conditions of tempera-
ture (25 £2 °C), humidity (RH 70 + 10%) and photoperiod (16:8 h
light:dark) (Arioli et al., 2007). The same diet and rearing
conditions were used in the bioassays.

2.2. Cry and Vip3 proteins

Escherichia coli clones carrying plasmids with cry1Aa, cry1Ac and
crylCa genes were kindly provided by Ruud de Maagd (Plant
Research International, Wageningen, Netherlands). The vip3Aa16
gene was kindly provided by Slim Tounsi (Centre de Biotecnologie
de Sfax) and vip3Af1 by Jeroen Van Rie (Bayer CropScience, Ghent,
Belgium). The vip3Ca2 gene was isolated from an autochthonous
B. thuringiensis strain (Palma et al.,, 2012).

Cry proteins were expressed, solubilized and trypsin activated
as described elsewhere (Herndndez-Martinez et al., 2008) and
stored frozen in 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0. IPTG was
used to induce expression of Vip3A proteins from E. coli BL21
cells and Vip3Ca from E. coli WKG6 cells. The cells were then cen-
trifuged and resuspended in lysis buffer (20 mM phosphate saline
buffer, pH 8.0 with 3 mg/mL lysozyme, 10 pg/mL DNAse and
100 uM PMSF) and incubated with shaking for 30 min at 37 °C.
The cells were lysed by sonication and the supernatant recovered
by centrifugation at 27,000g and filtered through sterile 0.45 um
and 0.22 um cellulose acetate filters. The Vip3 proteins were
purified by isoelectric point precipitation (IPP) (Chakroun et al,,
2012) with 0.1 M acetic acid to reach pH 5.5 (Vip3Aa), pH 5.4
(Vip3Af) or pH 5.95 (Vip3Ca). The partially purified Vip3 proteins
were solubilized and stored frozen in 20 mM Tris, 150 mM Nacl,
pH 9.0.

The concentration of Cry1 and Vip3 proteins was estimated by
the Bradford method (Bradford, 1976). The quality of the expressed
proteins was checked by 12% SDS-PAGE with Coomassie brilliant
blue R-250 (Sigma-Aldrich) staining (Fig. 1). Cry1A activated pro-
teins were observed as bands of around 62 kDa and Vip3 protoxins
as bands of approximately 89 kDa.

2.3. Bacillus thuringiensis commercial products

DiPel DF® (B. thuringiensis subsp. kurstaki) and XenTari GD®
(B. thuringiensis subsp. aizawai) (formulations as wettable gran-
ules) were kindly provided by Kenogard S.A. (Barcelona, Spain).

2.4. Bioassays

Different concentrations of formulations and protein solutions
were dispensed on the diet surface. Prior to the sample application,
the surface of the diet was sterilized under UV light for 10 min. A
volume of 50 piL of each concentration was applied on the surface
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Fig. 1. SDS-PAGE of Escherichia coli lysates. MM, Molecular Mass Markers “PINK
Plus Prestained Protein Ladder” (Genedirex); lane 1, Vip3Aa; lane 2, Vip3Af; lane 3
Vip3Ca; lane 4, Cry1Aa; lane 5, CrylAc; lane 6 Cry1Ca.

of solidified diet (2cm? multiwell plates, Bio-Cv-16, C-D
International) and let dry in a flow hood. Once dried, one larva
was transferred to each well using 16 neonates per replicate, with
two replicates per concentration. Preliminary assays were done at
100 and 1000 ng/cm? for DiPel®, XenTari® and Cry1 proteins, and
at 2500 ng/cm? for Vip3 proteins. The larvae mortality was scored
after 7 days.

Dose-response bioassays were performed only for those pro-
teins causing a mortality higher to 90% in the preliminary assays.
At least seven serial dilutions and a control with just buffer were
tested for each protein. Bioassays were carried out in triplicate
with sixteen neonate larvae per replicate (n=48). Mortality was
scored after 7 days. Only bioassays for which the mortality in the
controls was lower than 12% were considered.

2.5. Statistical analyses

Estimates of LCso and LCoy were obtained using the POLO-PC
software (LeOra software, Berkeley, CA). LCso and LCog values were
considered significantly different if their 95% fiducial limits (FLgs)
did not overlap.

Tests for possible synergistic/antagonistic interactions between
Vip3Aa and Cry1 proteins were initially performed at a single con-
centration of each protein. The expected mortality was estimated,
assuming simple independent action, by the formula:

P=1-(1-P)(1-Py)

which is equivalent to equation 11.33 of Finney (1971). P and P,
represent the proportions of dead larvae for toxins 1 and 2, respec-
tively. Significance of deviations between the observed and
expected mortality values was determined using Fisher's exact test
and Chi-square test. A second type of experiment to test for interac-
tions between Vip3Aa and Cry1 proteins was carried out with
dose-response assays in which the proportions of two proteins in
the mixture were close to the ratio between their LCsg values. The
expected LCs value of the mixture was estimated assuming simple
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similar action (Finney, 1971) according to the formula of Tabashnik
(1992), which derives from equation 11.8 from Finney (1971):

Tq Tp

.l
ook~ [Lcsom . Lng[,,)]

where a and b refer to the components the mixture, r, and r, are the
relative proportions of a and b. The ratio of the observed LCs of the
mixture over the expected LCsm) is a measure of the antagonism.
An antagonism factor (AF) greater than 1 indicates an antagonistic
interaction. If the ratio is equal to 1 indicates an additive toxicity,
and a value lower than 1 indicates that the interaction is a
synergistic.

3. Results

3.1. Susceptibility of G. molesta to Cry and Vip proteins and
B. thuringiensis commercial products

A first approach to determine whether G. molesta was suscepti-
ble to B. thuringiensis commercial products and their individual
insecticidal proteins consisted on performing bioassays at a high
concentration of the insecticidal samples (Table 1). The two com-
mercial products (DiPel® and XenTari®) produced high mortality
to G. molesta neonate larvae. Among the Cry1 and Vip3 proteins,
Cry1Aa, CrylAc, Cry1Ca, Vip3Aa and Vip3Af showed high toxicity
to G. molesta. In contrast, Vip3Ca was nontoxic.

Response-dose assays were carried out for those samples that
showed highest insecticidal activity. DiPel® was slightly more toxic

Table 1
Susceptibility of G. molesta neonates to Cry1 activated toxins, Vip3A protoxins, and B.
thuringiensis commercial products.”

Mortality (%)
100 ng’fcm® 1000 ng/cm? 2500 ngfcm?

Commercial DiPel® 100.00 £ 0.00  100.00 + 0.00
product XenTari® 80.00+0.11  100.00 +0.00

Toxin CrylAa  97.00£0.03  100.00 £ 0.00
CrylAc  93.00£0.07 96.87 +0.03
CrylCa  60.00£0.07  100.00 +0.00

Protoxin Vip3Aa 100.00 £ 0.00
Vip3Af 94.00 +0.00
Vip3Ca 23.00+0.03

 Bioassays were performed with 16 larvae per replicate, with two replicates
(n=32), and the mortality was scored at 7 days.

> Nanograms of formulated product in the case of the commercial products, and
of solubilized protein in the case of individual proteins.

Table 2
Susceptibility of G. molesta neonates to Cry1 activated toxins and Vip3A protoxins in
dose-response assays’.

Protein Slope  SE” LCs (FLgs)" LCoo (FLgs)"

CrylAa 0.5940.08 7.5(2.7-29)ab 1120 (160-154,000)a
CrylAc 121012 24 (11-64)b,c 252 (86-2700)a
Cry1Ca 1.13+0.11 57 (30-116)c 780 (310-4000)a
Vip3Aa 0.4910.77 1.8 (0.5-4.5)a 700 (130-37,000) a
Vip3Af 0.81+0.10 27 (13-86) b, ¢ 1000 (240-20,000) a
Vip3Ca >3600

DiPel® 175+0.22 13 (9-17) 69 (46-127)
XenTari® 140+0.14 33 (18-56) 269 (137-818)

 Bioassays were performed with 16 larvae per replicate, with three replicates
(n=48), and the mortality was scored at 7 days.

b Standard error.

© Values expressed in ng/cm? with 95% fiducial limits. LC values followed by the
same letter (in the same column) are not significantly different based on the overlap
of FL.

than XenTari®, with significantly lower LCso and LCgo values
(Table 2). Among the individual proteins, all except Vip3Ca were
very active, with LCso values between 1.8 ng/cm? (Vip3Aa) and
57 ng/cm? (Cry1Ca). Despite significant differences at the LCsy
level, no significant differences of activity were found at the LCqo
level among the active proteins.

3.2. Interactions of Vip3Aa with Cry1 proteins

Combinations between Vip3Aa and the active Cryl proteins
were tested to check for synergistic or antagonistic interactions.
The concentrations to use in the mixture were chosen close to their
respective LCsy values. The observed mortality was compared to
the expected mortality assuming no interaction (Table 3). Signifi-
cant antagonistic interactions were found for Vip3Aa-Cry1Aa and
Vip3Aa-Cry1Ca (P <0.001). No significant interaction was found
for Vip3Aa-Cry1Ac.

The interaction Vip3Aa-Cry1Aa and Vip3Aa-Cry1Ca was investi-
gated in dose-response assays at the 1:1 ratio and at ratios close to
their respective LCs ratios (LCsq Cry1 to LCso Vip3 and vice versa).
The results, at the LCsq level, confirmed the antagonism for both
Vip-Cry combinations in the different ratios tested (Table 4).

Table 3
Susceptibility of G. molesta to combinations of Vip3Aa and Cry1 proteins®.
Mortality (%) P values
Protein Concentration Observed” Expected Fischer’s Chi-square
(ngfcm?) test
CrylAa 5 32 45.8°
CrylAc 24 63 50°
CrylCa 57 64 50°
Vip3Aa 12 37 46.5°
Vip3Aa+CrylAa 1.2+5 12 574 <0.0001 <0.0001
Vip3Aa+CrylAc 1.2+24 69 76" 0.80 0.61
Vip3Aa+CrylCa 1.2+57 42 77t 0.0018  0.0013

? Bioassays were performed with 16 larvae per replicate, with three replicates
(n=48), and the mortality was scored at 7 days.

b percentage of death insects due the action the individual toxins and their
mixtures at the dose tested.

© Expected mortality according to the Probit linear regression analysis (Table 2).

4 Expected mortality ing simple independent action calculated with the
11.33 equation (Finney, 1971) using the observed mortality values for each
individual protein.

Table 4
Evaluation antagonism, at the LCsq level, of different mixtures of Vip3Aa and Cryl
proteins to G. molesta larvae.”

Proteins Ratios” b + SE* LCsp (ngfem?) AF'
Observed Expected®
(FLos)'
CrylAa 0:100 0.59+0.08 7.5 (2.7-294)
Vip3Aa+CrylAa 2575 1.39+0.14 31 (19-47) 42 74
50:50 1.86+0.20 71 (52-97) 29 245
75:25 1.73+0.22 60 (42-85) 22 270
Vip3Aa 100:0 049:0.77 1.8(0.5-45)
Vip3Aat+CrylCa 97:3 1.38+0.19 120 (48-288) 1.86 64.5
50:50 1.47+0.15 62 (33-116) 349 17.8
3:.97 1.574£0.15 364 (250-536) 29.1 125

CrylCa 0:100  1.13+0.11 57 (30-116)

? Bioassays were performed with 16 larvae per replicate, with three replicates
(n=48), and the mortality was scored at 7 days.

b The ratios were expressed as percentage between Vip3 and Cry1 proteins in the
mixture.

¢ Slope + standard error.

4 LC values with 95% fiducial limits.

¢ Expected mortality considering simple similar action.

" Antagonism factor (calculated as the ratio of the observed LCs, to expected LCsp).
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Moreover, the data indicate that the degree of antagonism var-
ied depending on the Vip3 to Cry ratio. For both Cry1 proteins, the
antagonism was higher when the proportion of Vip3 in the mixture
was higher. This phenomenon is much more evident with Cry1Ca
and Vip3Aa: just a 3% of CrylCa in the mixture led to an
AF = 64.5, which represents a reduction in the potency of Vip3Aa
of 67-fold (LCs of the mixture divided by the LCsq of Vip3Aa pure).

4. Discussion

Despite of B. thuringiensis being the most common biological
agent used in pest control, little has been reported about the con-
trol of G. molesta and only some commercial formulations have
been tested in field and under laboratory conditions. Some authors
have reported contradictory data in relation to field assays. Rama
et al. (2001) tested preparations of B. thuringiensis in Italian farms
and no toxic effect against G. molesta was observed. The authors
justified this result by the small short life of the tested formula-
tions. In contrast, Monteiro and Souza (2010) reported that formu-
lations of B. thuringiensis were able to control this pest to a level
not significantly different to the chemical insecticides. The results
obtained by us clearly show that DiPel® and XenTari® are very
effective for the control of G. molesta under laboratory conditions.

The results with individual B. thuringiensis proteins showed
that, with the exception of Vip3Ca, the rest were highly active
against this pest. For Cry1 proteins, Cry1Aa was not significantly
different to Cry1Ac at the LCsg level, but when compared to Cry1Ca,
CrylAa is 7.6-fold more toxic. At LCqo level, no significant
difference was found among the Cry1 proteins. For Vip3A proteins,
Vip3Aa was 15-fold more toxic than Vip3Af at LCsq level, though
this difference was not observed at the LCqyq level.

Toxicity of Cry and Vip3 proteins against other pest species of
the order Tortricidae has already been reported by other authors
(Herrero et al., 2001; Boncheva et al., 2006; Sauka et al., 2007;
Ruiz de Escudero et al., 2007; Li and Bouwer, 2012; Ruiz de
Escudero et al., 2014; Baranek et al., 2015). In those cases, Cry1Aa,
Cry1Ac and Cry1C were toxic, as they are against G. molesta. For
Vip3A proteins, Vip3Aa and Vip3Af are toxic to C. pomonella and
L. botrana, as they are for G. molesta.

Studies on synergism/antagonism between insecticidal proteins
are potentially important in providing evidence of possible unex-
pected effects, not only on the target pest, but on non-target organ-
isms. This has even become a requirement by some regulatory
agencies for safety assessment of GM crops combining different
insecticidal proteins with the same or different mode of action
(Levine et al., 2015). With G. molesta, we have found antagonistic
interactions between Vip3Aa and CrylAa or Cry1Ca, though not
between Vip3Aa and Cryl1Ac. We have considered evidence of
antagonism when the expected LCsp value did not fall within the
fiducial limits of the observed LCsq value of the mixture. The antag-
onistic effect became more evident as the proportion of Vip3Aa in
the mixture increased and this effect was especially drastic in the
97:3 Vip3Aa:Cry1Ca mixture, with an AF of 64.5 (Table 4). Interac-
tions between Vip3Aa and Cry1 proteins had also been reported in
other insect species. Combinations of Vip3Aa, Vip3Ae and Vip3Af
with CrylAa, CrylAc and CrylCa were found antagonistic in
Heliothis virescens. Furthermore, the combination Vip3Aa-Cry1Ca
showed different results depending on the species tested. For
H. virescens and Spodoptera frugiperda, the interaction was antago-
nistic, whereas, the same combination in Diatraea saccharalis was
synergistic (Lemes et al., 2014). Mixtures of Vip3Aa, Vip3Ae and
Vip3Af with CrylAa, Cry1Ab, CrylAc, CrylCa and CrylEa were
tested against Anticarsia gemmatalis and Chrysodeixis includens
and synergistic interactions were found in most of them, especially
the strong synergisim of the combination Vip3Af-Cry1Ab in both

insect species (Crialesi-Legori et al,, 2014). A Vip3Aa and Crylla
mixture resulted in a slight antagonism in Spodoptera eridania
while presenting synergism in other three Spodoptera species
(Bergamasco et al., 2013). In trying to explain antagonistic interac-
tions, some authors suggested that the two proteins could form a
complex that would lead to their inactivation (Lemes et al.,
2014). Another speculative explanation would be that antagonism
results from the interaction of both proteins with the same mem-
brane protein, even if they bind to different epitopes (Lemes et al.,
2014). In our study, being that Vip3Aa is much more toxic than
Cry1Ca to G. molesta and as little as 3% of the latter is enough to
decrease the potency of Vip3Aa so dramatically (67-fold), it seems
clear that the Cry protein is blocking some key factor for the
toxicity of Vip3Aa. Despite the fact that the phenomenon of the
antagonistic/synergistic interaction between some Vip3A and
Cry1 proteins seems quite general, the biochemical/physiological
basis have not been searched for yet. Future work is needed to find
out at which level the interactions are taking place (in the lumen,
previously to binding to the membrane, at the binding step, or
further down the toxic process) and, ideally, to pinpoint the
determinants responsible for such interactions.
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Abstract

The insectidal activity of Bacillus thuringiensis generally is attributed to Cry
proteins, but Vegetative insecticidal proteins (Vip) are also important for the biological
control of insects. Since these toxins displays different modes of action, the
development of new strategies using Vip proteins together with Cry proteins is an
important tool to get avoid the selection of resistant insects. Here, we report the
cloning and overexpression of vip1Bb3 and vip2Bb4 genes in Escherichia coli and B.
thuringiensis 407 Cry. The full 3.9-kbp length operon contained viplBb3 and
vip2Bb4 genes was isolated from genomic DNA, successfully cloned into pHT315-
PxylA and overexpressed in B. thuringiensis 407 Cry~ under the control of the
inducible xylA promoter. Vip1lBb3 and Vip2Bb4 proteins were secreted by B.
thuringiensis cells during the vegetative stage of growth exhibiting approximately 82

kDa and 45 kDa (respectively).

Keywords: Bacillus thuringiensis, cloning, expression, Vip1/Vip2 binary toxin
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1. Introduction

Bacillus thuringiensis is a gram positive, spore-forming bacterium that
synthesizes proteins with insecticidal activity, which has allowed its use in biological
control for over many years as an alternative to synthetic pesticides (Schnepf et al.,
1998). Generally, its insecticidal activity is attributed the Cry proteins, but B.
thuringiensis produce others insecticidal proteins like Vip (also known as vegetative
insecticidal protein). These proteins are secreted during vegetative growth and
classified according the Bt Toxin Nomenclature Committee as Vipl, Vip2, Vip3 and
Vip4 (Crickmore et al., 2017; Shi et al., 2004).

Vipl/Vip2 are binary toxins synthesizes from B. thuringiensis, Bacillus cereus,
Bacillus sphaericus and Brevibacillus laterosporus (Chakroun et al., 2016; Sellami et
al.,, 2016b). The vipl and vip2 genes codifying these proteins are located in
megaplasmids and co-transcribe approximately 4 kb from a same operon (Murawska
et al., 2013; Palma et al., 2014). These proteins are secreted into the culture medium
as soluble proteins and can be detected in the supernatant of these cultures 15 h
after inoculation persisting until the end of sporulation which reflects their high
stability (Bi et al., 2014; Chakroun et al., 2016; Estruch et al., 1996; Warren, 1997).

The action mechanism of Vip toxins is unclear. However, to Vipl and Vip2,
assumption that Vip1l interact with specific receptors in midgut of insect promoting the
pore formation. Thus, Vip2 is translocated to cytoplasm by endosome. Once into
cytoplasm, Vip2 modifies monomeric actin of cytoskeleton blocking the
polymerization inducing cell death (Jucovic et al., 2008; Leuber et al., 2006).

The development of resistance to some Bt proteins, observed in insects (Ferré
and Van Rie, 2002; Tabashnik et al., 2009), is an important factor that instigate the

search for new proteins with different modes of action. Since Vip proteins do not
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share to receptor binding and have shown a distinct mode of action than Cry proteins
(Chakroun et al., 2016; Lee et al., 2003; Sena et al., 2009), the development of new
strategies using Vip proteins together with Cry proteins has been employed in
biological control (Chakroun et al., 2016; Sena et al., 2009; Welch et al., 2015).

Despite Vip3 proteins have been widely used for Lepidopteran control (Estruch
et al., 1996; Hernandez-Martinez et al., 2013; Herrero et al., 2016; Liu et al., 2011),
binary Vipl/Vip2 toxins share the preference in screening of insecticidal genes
because their shown insecticidal activity against Coleoptera as Diabrotica virgifera
(western corn rootworms) and Diabrotica barberi (northern corn rootworms) and
Hemiptera like Aphis gossypii, important pests of corn and cotton (Sattar, 2011,
Shingote et al., 2013; Warren, 1997; Yu et al., 2011b).

Therefore, to get avoid the selection of resistant insects, new genes must be
employed in the development of new Bt-plants. Thereby, in the present study, an
operon containing genes viplBb3 and vip2Bb4 was cloned and expressed in B.

thuringiensis.

2. Materials and Methods

2.1 Bacterial strains and growth conditions

B. thuringiensis V-J20.2 strain containing vip2Bb4 (KR065728.1) and vip1Bb3

(KR065727.1) genes was kindly provided by Juan Ferré (Valencia, Spain) and the

acrystalliferous mutant strain B. thuringiensis 407Cry’, which did not has any vip
gene (Lereclus et al., 1989) was used for this study.

Escherichia coli K-12 strain TG1 [F' traD36 proAB laclqZ AM15] supE thi-1 A(lac-
proAB) A(mcrB-hsdSM)5(rK- mK-) was used as host for the plasmid construction’s and

cloning procedures. E. coli ET12567 [F- dam13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdR zjj-202::Tn10 recF143
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galK2 galT22 ara-14 lacY1 xyl-5 leuB6 thil tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-78 mtl-1 ginvV44] was used to
prepare plasmid for B. thuringiensis. For culture, E. coli and B. thuringiensis strains
were maintained on Luria-Bertani (LB) medium (tryptone 1, 0%, Yeast extract 0,5% e

NaCl 1,0%) at 37°C and 30°C, respectively.

2.2 DNA manipulation and PCR conditions

Total DNA from B. thuringiensis V-J20.2 was extracted by Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega, USA). Plasmid DNA was extracted from E. coli TG1
and E. coli ET12567 by a standard alkaline lysis procedure using innuPREP Plasmid
Mini Kit Plus (Analytik Jena, Germany). Amplifications were carried out in a
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystem, USA) with Platinum SuperFi DNA
Polymerase (Invitrogen, USA). Conditions for PCR amplifications were performed as
recommended by manufacturer. The primers were designed based on Vip2Bb4 and
ViplBb3 sequence deposited in Crickmore Database. The operon containing
vip2Bb4 and viplBb3 genes was obtained by PCR with primers vip2Bb4 F

(CGCGGATCCATGGTATCCAAAAAGTTAC) and viplBb3_R

(CCCAAGCTTTTATAGATCTGAAATATTTAAATG) with BamHI and Hindlll restriction

sites in underlined. The PCR product (x4 kb DNA fragment) was purified by Wizard®

SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA).

2.3 Construction of plasmid

The plasmid pHT315-PxylA (Gominet et al., 2001) derived from pHT315
(Arantes and Lereclus, 1991) was used to express Vip2Bb4 and Vip1Bb3 proteins
under xylose-inducible promoter. The amplicon containing the operon
vip2Bb4_vip1Bb3 was cloned into pHT315-PxylA vector by digestion with BamHI and

Hindlll endonucleases and then ligated with T4 DNA ligase (Invitrogen, USA) in
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accordance with the manufacturer's recommendations. First of all, pHT315-
PxylAQvip2Bb4_vip1Bb3 plasmid was transformed into E. coli TG1 and, posteriorly,
in E. coli ET12567 by heat-shock method (Sambrook et al.,, 2001). For both, the
selections of transformants were done by ampicillin resistant (100 pyg mL™). The
pHT315-PxylAQvip2Bb4_vip1Bb3 plasmid extracted from E. coli ET12567 was
transformed into B. thuringiensis 407 Cry by electroporation as anteriorly described
(Lereclus et al., 1989) and the transformants were selectioned by erythromycin (10
ug mL™?).

The pHT315-PxylAQvip2Bb4_viplBb3 plasmid was sequenced by ABI
PRISM™ 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using oligonucleotides for
the vector (PR AGCGGATAACAATTTCACACAGGA and xylA
GGGGGAAATCACATGGCTCAATC), vip2Bb4 F and viplBb3 R. Sequences were

analyzed using MEGA v.7.0.

2.4 Expression of vip2Bb4 and vip1Bb3 genes

A single colony of B. thuringiensis 407 Cry strain harboring pHT315-
PxylAQvip2Bb4 vip1Bb3 plasmid, was picked and grown in LB broth at 30°C on a
shaker (180 rpm). At reached an optical density (600 nm) between 0.6 — 0.9 was
added xylose to a final concentration of 20 mM to induce expression. After induction
overnight at 30°C, the cells were centrifuged and resuspended in lysis buffer (20mM
Tris-HCI buffer, pH 8.0 with 300 mM NacCl, 3 mg mL™ lysozyme and 100 uM PMSF)
incubated with shaking for 30 min at 37°C and then keep on freezing at -20°C for 30
min. The cells were centrifuged at 27,000 x g and the supernatant recovered and
filtered through sterile 0.22 ym cellulose acetate filters.

The expression was checked by 12% SDS-PAGE with Coomassie brilliant

blue R-250 (Sigma-Aldrich) staining.
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3. Results and Discussion

Vipl/Vip2 are known like binary toxins because it is indispensable to act
together to demonstrate toxicity (Chakroun et al., 2016; Sellami et al., 2016). This is
based in assays that test the toxic activity through the Vipl and Vip2 combinations
or/and evaluate individually these proteins against insects from different orders (
Chakroun et al., 2016).

The amplicon of vipl/vip2 from B. thuringiensis V-J20.2 (~4 kb) was amplified
using specific primers, successfully inserted into pHT315-PxylA vector, and
transformants harboring inserts were isolated through resistants and confirmed with
specific PCR, double digestion with BamHI and Hindlll and finally, sequencing with
vipl/vip2 genes and vector primers. The results shown that pHT315-
PxylAQvip2Bb4 vip1Bb3 contained two open reading frames (ORF: vip2 and vipl).

The comparative Blast analysis showed that the clones had 100% similarity

comparing to the previously reported vip2Bb4 (accession number KR065728.1) and

vip1Bb3 (accession number KRO65727.1) genes.

These toxins are expressed and translation from the same operon (Palma et
al., 2014; Shi et al., 2004), allowing to maintain high levels of expression (M.
Chakroun et al.,, 2016). To test if these genes could encode functional toxins,
vip2Bb4 and viplBb3 were cloned and expressed under the control of the xylA
inducible promoter of pHT315-PxylA in the acrystalliferous B. thuringiensis 407 Cry'.
The recombinants were grown in LB medium with erythromycin and induced with
xylose at overnight. After this time, the protein product was detected in supernatants
and visualized by SDS-PAGE. Therefore, the expression of binary toxins Vip1Bb3
and Vip2Bb4 through pHT315-PxylAQvip2Bb4_vip1Bb3 in B. thuringiensis 407 Cry

confirmed that these genes are located on a single operon and co-expressed
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according (Bi et al., 2014; Murawska et al., 2013; Shi et al., 2007).

Secreted proteins contain a peptide signal that is cleaved before or after of
transportation (Shi et al., 2007). Several studies have reported the importance of the
peptide signal to the secreted Vip proteins (Palma et al., 2012; Rang et al., 2005;
Sellami et al., 2016a; Selvapandiyan et al., 2001; Zhu et al., 2006).

Proteins Vip2Bb4 and Vip1Bb3 present molecular weight about 100 and 50
kDa containing typical peptide signals of Bacillus, in N-terminal region (30 — 50 aa,
respectively) (Shi et al., 2007, 2004; Shingote et al., 2013). According Bi et al.,
(2014), after cleavage of signal peptide, Vip2Agl and ViplAdl exhibit bands of
approximately 40 kDa and 80 kDa, respectively. Vip2Bb4 and Vip1Bb3 exhibit bands
of approximately 45 and 82 kDa, respectively (Fig.1), certifying those genes were
successfully expressed. A DNA sequence encoding a secretion signal was identified
in the vip2Bb4 and vip1Bb3 genes using SignalP tools. The signal peptides were
identified in aminoacids 1 — 34 and 1 — 29 for Vip2Bb4 and Vip1Bb3, respectively.
Additionally, the aminoacids 34 — 35 were identified as the cleavage site to Vip2Bb4,
while the cleavage site of Vip1Bb3 was identified in the aminoacids 29 — 30.

Thus, this study comprises the first step in the identification process of toxins
with potential for insect control. Vipl and Vip2 proteins has insecticidal activity to
several insects pests as Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi and A. gossypii
(Shingote et al., 2013; Warren, 1997; Yu et al., 2011a), therefore, it is necessary to

study their effectiveness as insecticidal toxins against different insects pests.
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Figures Legends

Fig. 1 SDS-PAGE of B. thuringiensis 407 Cry lysates. Lane 1: uninduced culture of B.
thuringiensis pHT315-PxylAQvip2Bb4_vip1Bb3; Lane 2: induced culture of B. thuringiensis pHT315-
PxylAQvip2Bb4_vip1Bb3 shown ViplBb3 (approximately 82 kDa) and Vip2Bb4 (approximately 45
kDa) protoxin (arrows). Marker: PageRuler™ Unstained Ladder (10 — 200 kDa) ThermoFisher
Scientific, USA.
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Abstract

Bacillus thuringiensis BR145, a Gram-positive, spore-forming bacterium isolated from
soybean field in Southern Brazil with toxicity against Helicoverpa armigera and
Chrysodeixis includes. The analysis of the genome revealed the insecticidal genes
crylAa, crylAb, crylAc, crylla, cry2Ab, cytl and vip3Aa suggesting the use of this

strain in new strategies of biological control.

Keywords: Bacillus thuringiensis, insecticidal genes, virulence factors, Helicoverpa

armigera, Chrysodeixis includes.
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Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacterium with entomopathogenic
activity associated the insecticidal proteins like Cry and Vip, which have been shown
toxicity to the insects of orders Lepidopteran, Coleopteran, Dipteran and against
species of others Filos (1-3). Due their insecticidal activity, B. thuringiensis have

been used in biological control of agricultural pests that cause losses in crops.

B. thuringiensis BR145 was isolate in soybean field in Brazil (4). The strain
showed positive results in assays with Ecdytolopha aurantiana (Lima) (Lepidoptera:
Tortricidae) (5), Elasmopalpus lignosellus Zeller, 1848 (Lepidoptera: Pyralidae) (6)
and more two species, Helicoverpa armigera Hubner, 1805 (Lepidoptera: Noctuidae)
(LCso 0,294 pg.cm?) and Chrysodeixis includes Walker, 1858 (Lepidoptera:

Noctuidae) (LCso 0,277 pg.cm™).

Genomic DNA was isolated from BR145 using Wizard® Genomic DNA
Purification kit (Promega). Whole-genome sequencing was performed by lllumina
Hiseg/Miseq, with the paired-end sequence strategy, which generated a total of
3,042,174 reads of high quality. The analysis methods were chosen according (7).
The genome was assembled by de novo with SPAdes version 3.9.0 (8). The final
draft genome consisted of 235 contigs (length>1000 bp), with a total size of
6,350,733 bp, N50 value of 84,578 and a G+C content 34,78%. The RAST server
program (9) proposed that this strain contains 6,647 coding sequences and 224 RNA
genes in 494 subsystems. We found five cry genes crylAa, crylAb, crylAc, crylla,
cry2Ab, cytl and vip3Aa. Sequences that indicate insecticidal genes were compared
using the Blast tool and all the cry genes, as well as the vip3Aa gene were found only
in the plasmids. Genes associated the virulence factors as phospholipase,
hemolysin, metalloprotease, enterotoxin and cytotoxin K were also located in this

genome.
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A BLASTn analysis of the BR145 contigs against the NCBI nonredundant

database identified B. thuringiensis serovar kurstaki as the closest relative.

Nucleotide sequence accession numbers. The complete genome sequence of

B. thuringiensis BR145 strain will be deposited in GenBank.
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VIl. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

Os clones dos genes crylAa, crylAc, crylCa e vip3Aa de B. thuringiensis em
sistemas heter6logos séo efetivos para a expressado, purificacdo e ativacdo das
proteinas CrylA e Vip3Aa e estas séo eficazes no controle de larvas de G. molesta
das populacdes estudadas nos bioensaios. Contudo, ndo convém utilizar estas
combinac¢des no controle desta praga uma vez que apresentaram efeito antagonico

guando testadas em conjunto.

Os genes viplBb3 e vip2Bb4 da linhagem V-J20.2 de B. thuringiensis foram
transformados e expressos em B. thuringiensis 407 Cry” e sua toxicidade sera
testada frente a coledpteros pelo laboratério de Genética e Bioquimica Aplicada do
Dr. Juan Ferré. Com estes dados, poderemos compreender melhor o modo de acéo

desta familia de toxinas binarias de B. thuringiensis.

As analises do genoma de B. thuringiensis BR145 confirmaram a presenca dos
genes crylAa, crylAb, crylAc, crylla, cry2Ab, cytl e vip3Aa além dos demais
fatores de viruléncia envolvidos na toxicidade de B. thuringiensis e 0s ensaios
realizados com a linhagem BR145 mostraram toxicidade frente a H. armigera e C.

includens.

Ao final, todos estes estudos apresentados nesta tese, nos permitiram transitar
pelas inimeras possibilidades de B. thuringiensis. Embora tenhamos trabalhado com
diferentes linhagens, diferentes genes e proteinas, o enfoque principal de avaliar a
toxicidade destes e compreender o modo de acao foi mantido. Para isso, utilizamos

diferentes técnicas e analises, de forma a contribuir com a utilizacdo desta bactéria
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no controle biolégico de diversos insetos, permitir o desenvolvimento e o emprego

em futuras aplicacdes biotecnologicas.
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