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RESUMO

Com o crescimento exponencial da populacdo mundial, a demanda por produtos agricolas de
qualidade, principalmente por fontes alimentares para os seres humanos, tem aumentado
consideravelmente. Porém, o ataque de insetos-praga nas lavouras contribui para a diminuigédo
da produtividade e da qualidade dos produtos. O controle destes insetos é realizado
principalmente pela utilizacdo de produtos quimicos, no entanto, este tipo de controle, apesar
de eficiente, pode resultar em efeitos colaterais indesejados como a sele¢do de populagdes de
insetos resistentes, a contaminacdo de ambientes e a morte de organismos nao-alvo. Uma
alternativa consiste na utilizacdo do Bacillus thuringiensis (Bt), uma bactéria Gram-positiva,
com ocorréncia em diferentes tipos de substratos capaz de produzir cristais proteicos
compostos de toxinas Cry, Cyt ou toxinas secretadas como as toxinas Vip. Estas toxinas
apresentam alta atividade inseticida a diferentes ordens de insetos, sendo seguras para 0
homem e para 0 meio ambiente. O objetivo do trabalho foi identificar cepas de B.
thuringiensis provenientes do Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo que
causem mortalidade superior a 90% para os lepidopteros-praga Chrysodeixis includens,
Spodoptera frugiperda, S. cosmioides, S. eriadania, e Helicoverpa armigera. Para isso, nos
bioensaios seletivos com lagartas neonatas das diferentes pragas, foram utilizadas 80 cepas de
B. thuringiensis provenientes do Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo em
Sete Lagoas - MG. Os bioensaios foram realizados com a utilizacdo de 150 pL da solugédo de
esporos e cristais de cada cepa na concentracdo de 1 x 108 esporos/mL, sendo avaliada sua
mortalidade por sete dias. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
com grupos experimentais de quatro repetices com 16 insetos cada. Nove das oitenta cepas
testadas apresentaram mortalidade acima de 90% para as espécies de C. includens,
Spodoptera e H. armigera e nenhuma delas produziu p-exotoxina. As cepas de B.
thuringiensis 1074F, 1090C, 1139E e 1166C apresentarem mortalidade acima de 90%
simultaneamente para as cinco espécies de lepiddpteros-praga testados e tiveram seu genoma
sequenciado utilizando a plataforma NGS com tecnologia DNBSEQ™. Foram obtidos 135
scaffolds resultando num cromossomo de 5.812.623 pb (1074F), 125 scaffolds num
cromossomo de 5.783.457 pb (1090G), 135 scaffolds num cromossomo 5.784297 pb (1139E)
e 132 scaffolds num cromossomo de 5.820.845 pb (1166C), com conteldo G+C > a 34% e
um total de cinco genes codificadores das proteinas inseticidas Cryllb, CrylDa, ViplCa,
Vip2Ac e Vip3Ag, para as cepas sequenciadas. Portanto, as cepas 1074F, 1090G, 1139E e
1166C demonstraram atividade contra as cinco espécies de C. includens, S. frugiperda, S.
cosmioides, S. eridania e H. armigera e contém cinco genes inseticidas, demonstrando um
potencial para serem utilizadas para a producdo de novos bioinseticidas e/ou fonte de genes
para o desenvolvimento de novos eventos de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Controle microbiano de pragas; Microrganismo
entomopatogénicos.



ABSTRACT

With the exponential growth of the world population, the demand for quality agricultural
products, especially food sources for humans, has increased considerably. However, the attack
of insect pests on crops contributes to a decrease in productivity and product quality. Control
of these insects is carried out mainly through the use of chemical products, however, this type
of control, despite being efficient, can result in unwanted side effects such as the selection of
resistant insect populations, contamination of environments and the death of non-organic
organisms. -target. An alternative consists of using Bacillus thuringiensis (Bt), a Gram-
positive bacterium, occurring on different types of substrates, capable of producing protein
crystals composed of Cry, Cyt toxins or secreted toxins such as VIP toxins. These toxins have
high insecticidal activity against different orders of insects, being safe for humans and the
environment. The objective of the work was to identify strains of B. thuringiensis from the
Embrapa Maize and Sorghum Microorganism Bank that cause mortality greater than 90% for
the lepidopteran pests Chrysodeixis includens, Spodoptera frugiperda, S. cosmioides, S.
eriadania, and Helicoverpa armigera. For this, in selective bioassays with neonatal
caterpillars of different pests, 80 strains of B. thuringiensis were used from the Embrapa
Maize and Sorgo Microorganism Bank in Sete Lagoas - MG. The bioassays were carried out
using 150 pL of the spore and crystal solution of each strain at a concentration of 1 x 108
spores/mL, and their mortality was evaluated for seven days. The experimental design used
was completely randomized with experimental groups of four replications with 16 insects
each. Nine of the eighty strains tested showed mortality above 90% for the species of C.
includens, Spodoptera and H. armigera and none of them produced B-exotoxin. The strains of
B. thuringiensis 1074F, 1090C, 1139E and 1166C showed mortality above 90%
simultaneously for the five lepidopteran pest species tested and had their genome sequenced
using the NGS platform with DNBSEQ™ technology. We obtained 135 scaffolds resulting in
a chromosome of 5,812,623 bp (1074F), 125 scaffolds in a chromosome of 5,783,457 bp
(1090G), 135 scaffolds in a chromosome of 5,784297 bp (1139E) and 132 scaffolds in a
chromosome of 5,820,845 bp (1166C), with G+C content > 34% and a total of five genes
coding for the insecticidal proteins Cryllb, CrylDa, ViplCa, Vip2Ac and Vip3Ag, for the
sequenced strains. Therefore, strains 1074F, 1090G, 1139E and 1166C demonstrated activity
against the five species of C. includens, S. frugiperda, S. cosmioides, S. eridania and H.
armigera and contain five insecticidal genes, demonstrating a potential to be used to produce
new bioinsecticides and/or source of genes for the development of new events of transgenic
plants resistant to insect pests.

Keywords: Biological control; Microbial pest control; Entomopathogenic microorganisms.



INDICADORES DE IMPACTO

A busca por solucgdes sustentaveis na agricultura tem se intensificado diante dos desafios
impostos pelas mudangas climaticas e da necessidade de garantir a seguranca alimentar. Nesse
contexto, o estudo intitulado “Selecdo e caracterizagdo molecular de cepas de Bacillus
thuringiensis para o controle de lepiddpteros-praga” surge como uma alternativa promissora
aos inseticidas quimicos. A utilizacdo da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
tem o potencial de produzir uma ampla variedade de proteinas inseticidas, ativas contra
diferentes ordens de insetos. Dessa forma, os produtos a base de Bt sdo considerados seguros,
pois ndo causam danos a mamiferos, organismos ndo-alvo e ao meio ambiente. Ao substituir
os inseticidas quimicos convencionais, essa abordagem contribui para a reducdo da
contaminacdo do solo e dos recursos hidricos, alinhando-se aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) relacionados a vida terrestre e aquéatica. Além disso, o
desenvolvimento de bioinseticidas com B. thuringiensis fortalece diretamente a agricultura
familiar e a producdo de alimentos saudaveis, colaborando para a erradicacdo da fome e para
uma agricultura sustentavel, bem como para a promocdo da saude e bem-estar. A adocao
dessas tecnologias inovadoras também incentiva a pesquisa e 0 desenvolvimento,
impulsionando a industria e a inovacdo. Do ponto de vista social, os impactos sdo focados na
melhoria da seguranca alimentar e na sustentabilidade do uso de bioinseticidas em préaticas
agricolas locais, contribuindo para mitigar os efeitos na microbiota do solo e no produto final
destinado diretamente as comunidades. Ao reduzir a dependéncia de produtos quimicos
sintéticos, essa abordagem também auxilia economicamente na mitigacdo das mudancas
climéticas e na protecdo da biodiversidade. Por fim, a producéo tecnoldgica de alimentos mais
seguros e de alta qualidade impacta positivamente a satde humana e o desenvolvimento
social, contribuindo para a construcdo de sociedades mais justas e equitativas

IMPACT INDICATORS

The search for sustainable solutions in agriculture has intensified in response to the challenges
posed by climate change and the need to ensure food security. In this context, the study
entitled “Selection and Molecular Characterization of Bacillus thuringiensis Strains for the
Control of Pest Lepidoptera” emerges as a promising alternative to chemical insecticides. The
use of the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis offers the potential to produce a
wide variety of insecticidal proteins effective against various orders of insects. Thus, Bt-based
products are considered safe, as they do not harm mammals, non-target organisms, or the
environment. By replacing conventional chemical insecticides, this approach helps reduce soil
and water contamination, aligning with the Sustainable Development Goals (SDGSs) related to
life on land and in water. Additionally, the development of B. thuringiensis bioinsecticides
directly strengthens family farming and the production of healthy food, supporting the
eradication of hunger, sustainable agriculture, and the promotion of health and well-being.
The adoption of these innovative technologies also stimulates research and development,
boosting industry and innovation. From a social perspective, the impacts focus on improving
food security and the sustainability of bioinsecticide use in local agricultural practices,
helping to mitigate the effects on soil microbiota and on the final product intended for
communities. By reducing dependence on synthetic chemical products, this approach also
contributes economically to mitigating climate change and protecting biodiversity. Finally,
the technological production of safer, high-quality food positively impacts human health and
social development, contributing to the building of fairer and more equitable societies.
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento exponencial da populacdo mundial, a demanda por produtos
agricolas de qualidade tem aumentado, principalmente para alimentacdo humana
(BALLARDO et al., 2017). O ataque de insetos-praga contribui para a diminuicdo da
produtividade e da qualidade dos produtos, causando grandes perdas econdmicas no campo. O
controle desses insetos é realizado majoritariamente pela utilizacdo de produtos quimicos. No
entanto, este tipo de controle, apesar de eficiente, pode resultar em efeitos colaterais
indesejados como a selecdo de populacdes resistentes, contaminagdo de ambientes e a morte
de organismos ndo-alvo (KOGAN 1998; GALLO et al., 2002).

Dentre os insetos-praga, Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania, Spodoptera
cosmioides, Helicoverpa armigera e Chrysodeixis includens possuem habito alimentar
polifago, podendo estar presentes em inumeras culturas de importancia econémica, como o
algodao, amendoim, arroz, aveia, batata, batata-doce, cana-de-agUcar, card, cebola, cravo,
feijdo, fumo, girassol, hortalicas, inhame, morango, tomate e soja (VALICENTE & CRUZ,
1991; POGUE, 2004; SRIVASTAVA et al., 2005; ALI & CHOUDHURY, 2009; CRUZ,
2009; BERNARDI, 2012; JESUS et al., 2013; PRATISSOLI & GONGCALVES, 2015;
VALICENTE; 2015; SILVA et al., 2017). Para o controle dessas pragas sdo utilizados, em
sua maioria, inseticidas como Clorofenapir, Piretroides, Carbamatos, Cipermetrina,
bioinseticidas e inimigos naturais (GALLO et al., 2002; VALVERDE & VIRLA, 2007;
TABASHNIK et al., 2013; SPARKS, 2013; LACEY et al., 2015; AGROLINK, 2019).

Dentre 0s microrganismos entomopatogénicos a bactéria gram-positiva Bacillus
thuringiensis (Bt) é o entomopatégeno mais importante utilizado. Sua atividade inseticida se
deve principalmente & producdo de proteinas que causam efeitos inseticidas, a maioria das
quais sdo sintetizadas durante a esporulacdo em um cristal parasporal, diferentemente de
outros Bacillus spp. Misturas pulverizaveis de esporos Bt e cristais parasporais sdo
consideradas mais seguras e especificas do que inseticidas sintéticos e respondem por 75—
95% do mercado de biopesticidas microbianos (OLSON et al., 2015; JURAT-FUENTES et
al., 2021). Além disso, estas toxinas apresentam alta atividade inseticida a diferentes ordens
de insetos, como Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e nematoides, sendo seguras para 0 homem
e 0 meio ambiente (KONECKA et al., 2007; BRAVO et al., 2011; PARDO-LOPEZ;
SOBERON; BRAVO, 2013; PALMA et al., 2014; KOCH et al., 2015).

Até hoje os genes inseticidas provenientes de Bt, sdo a contribuicdo mais importante
da biotecnologia para o controle de pragas na agricultura. Essas culturas transgénicas Bt sdo

plantadas em aproximadamente 246 milhdes de hectares em todo o mundo (ISAAA, 2022).



Principais beneficios da adocdo de culturas com tecnologia Bt incluem alta eficacia, maiores
margens brutas de rendimento, redugéo do uso de inseticidas, maior biodiversidade e, no caso
do milho Bt, maior seguranca sanitaria (National Academies of Sciences, 2017).

Inimeras proteinas com atividade inseticida foram identificadas em Bt (ADANG et
al., 2014), e sdo nomeadas e classificadas conforme a identidade da sequéncia de proteinas e
semelhancas estruturais (PALMA et al., 2014). Existem, atualmente, 391 sequéncias de
holétipos (CRICKMORE et al., 2020), das quais o maior grupo (271 proteinas) pertence a
familia Cry (de Crystal) de trés dominios (3-D). A familia Vip3 de proteinas inseticidas
vegetativas contém 14. Atualmente somente as proteinas Cry (CrylA.105, mCry3A e
eCry3.1Ab) eVip3 (Vip3Aal9 e Vip3Aa20) sdo comercializadas como culturas Bt. A
evolucdo da resisténcia a essas culturas é dificultada pela producéo de altas doses de toxina na
planta e pelo plantio de reflgios de plantas ndo-Bt, ajudando a manter populacdes suscetiveis
no campo. Essas populagdes suscetiveis irdo cruzar com insetos resistentes, resultando na
reducdo de populacGes resistentes, retardando assim, o desenvolvimento da resisténcia.
Combinar a expressdo de genes Bt no mesmo hibrido (piramidacdo de genes), expressando
diferentes toxinas, ndo s6 contribui para 0 manejo da resisténcia, mas também aumenta seu
espectro de acdo, aumentando a eficiéncia no controle de diferentes espécies de insetos-praga.
(JURAT-FUENTES et al., 2021).

O genoma € a base para a compreensao completa das caracteristicas internas de uma
bactéria e todo o sequenciamento do genoma € uma estratégia inicial para investigar seu
comportamento. Recentemente 0s avangos nas estratégias de sequenciamento demonstraram
que a utilizacdo de técnicas como Illumina ou PacBio sdo eficientes para caracterizacdo de
cepas, permitindo sua diferenciacdo inter e intraespecifica, determinando a presenca ou
auséncia de determinados genes (DOGGET et al., 2013; LIU et al., 2013; PALMA et al.,
2014; GAO et al., 2015 CAO et al., 2018). Com isso, diversos genomas de Bt sdo depositados
em bancos publicos como o NCBI (National Center for Biotechnology Information) (LAND
etal., 2015; LIU et al., 2017).

O NCBI abriga uma cole¢do extensa de genes Bt, categorizados em diferentes familias
e subfamilias com base em sua estrutura e atividade inseticida. Fornecendo informacGes
detalhadas sobre a localizagcdo e caracteristicas de cada gene, incluindo sua sequéncia de
nucleotideos, aminoacidos codificados, estrutura proteica e motivos funcionais, além de
diversas ferramentas e recursos para auxiliar na pesquisa e analise de genes Bt como,
visualizadores de sequéncias, ferramentas de anotacéo de genes, bancos de dados de proteinas
e recursos bibliograficos (NCBI 2022).



Desta maneira, este trabalho teve como objetivo a identificacdo de cepas de Bt
eficientes para o controle de S. frugiperda, S. cosmioides, S. eridania, C. includens e H.
armigera e a identificacdo de genes codificadores de proteinas inseticidas presentes em seus

genomas.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  Spodoptera frugiperda
2.1.1 Importancia econdbmica

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Crambidae)
(Figura 1) é um dos principais insetos-praga da cultura de milho no Brasil, estando presente
em até 284 paises, podendo reduzir a producdo nacional de 15 a 40% (CRUZ, 1995;
FRIZZAS et al., 2014; PAINI et al., 2016; CABI, 2019). E a principal praga da cultura do
milho, sendo considerada uma espécie extremamente polifaga, descrita em mais de 350
espécies de plantas, porém causa um maior dano econdmico em cultivares como, milho, arroz,
sorgo, cana-de-acucar, tomate, batata, cebola, soja e milheto (LEIDERMAN & SAUER,
1953; POGUE, 2002; CASMUZ AUGUSTO et al., 2010; CABI, 2019). Conhecida como
“lagarta-do-cartucho”, “lagarta-militar” ou “curuqueré-do-milho”, atualmente, é encontrada
em todos os estados do Brasil, onde sdo favorecidas pelas condigdes climaticas e pela
disponibilidade e diversificacdo de plantas hospedeiras por todo o ano (CRUZ, 1995;
BOREGAS et al., 2013).

Lagartas pertencentes ao género Spodoptera alimentam-se tanto das folhas como das
estruturas reprodutivas das plantas. As plantas de milho sdo prejudicadas pela destruicdo do
cartucho, reduzindo a area fotossintética e comprometendo sua producdo, podendo causar
danos na base da espiga, destruindo os gréos e podendo facilitar a entrada de microrganismos
fitopatogénicos (CRUZ, 1999).



Figura 1 - Lagarta de Spodoptera frugiperda com 16 a 20 dias de idade. Fonte: Do Autor (2022)

2.1.2 Biologia e Morfologia

Por ser um inseto de habito polifago, S. frugiperda pode atacar diversas culturas,
apresentando atividade crepuscular e, por isso, a maioria de sua atividade € realizada durante
a noite, e se alimentando de folhas e da parte reprodutiva das plantas. E um inseto
holometabolo, ou seja, de metamorfose completa, passando pelas fases de ovo, lagarta, pré-
pupa, pupa e adulto.

Seus ovos tém duracdo de 2 a 3 dias até sua ecloséo a 25 °C, possuindo coloragdo de
verde-clara a alaranjada. Suas posturas s@o realizadas em massas, sendo que cada massa pode
apresentar, em média, 100 ovos por vez em camadas sobrepostas (GALLO et al., 2002;
SANTIAGO, 2005). A duracdo de seu periodo larval é de 12 a 30 dias e sua coloracdo pode
variar do cinza-escuro ao marrom, apresentando faixas dorsais com pontos pretos na base de
suas cerdas, sua capsula cefalica apresenta sutura frontal ndo alcancando o vértice da cabeca.
Além de serem canibais, nos primeiros instares se alimentam de folhas mais novas, passando
a se alimentar de toda a planta em seus Gltimos instares. Seu periodo larval no solo, onde se
transformam em pupa (GALLO et al., 2002, SANTIAGO, 2005).

A fase de pupa pode variar de 8 a 10 dias no verdo ou até 25 dias no inverno. Neste
estagio, com auxilio de uma lupa, pode ser realizada a sexagem dos individuos. Na por¢éo
final do abddmen, individuos machos apresentam duas protuberancias circulares e as fémeas
apresentam um trago (Figura 2) (GALLO et al., 2002).



Figura 2 - Dimorfismo sexual de pupas de Spodoptera frugiperda.

Fonte: Agostini (2022)

Os adultos medem 35 mm de envergadura, sendo as asas anteriores pardo-escuras e as
posteriores branco-acinzentadas, apresentam vida curta, e sua fecundidade e oviposicdo se
torna ideal a 26°C. A longevidade pode variar entre 13 a 18 dias, cada fémea adulta pde em
média 1500 a 2000 ovos em camadas sobrepostas (BARFIELD et al., 1986; CRUZ, 1995;
GALLO et al., 2002). Sua oviposic¢do se inicia logo ap6s o0 anoitecer, sobre a parte abaxial da
folha (quando em alta populacédo), e sobre a parte adaxial (quando em baixa populacdo). As
fémeas comecam sua oviposicao depois de 3 a 5 dias ap0s se tornarem adultos e continuam a
ovipositar por 4 a 17 dias até sua morte, a maior quantidade de ovos sdo ovipositados nos
primeiros quatro ou cinco dias apés o periodo de pupa (LUGINBILL, 1928; CRUZ, 1995).

2.2  Spodoptera eridania
2.2.1 Importancia econdbmica

A lagarta das folhas ou lagartas das vagens Spodoptera eridania (Cramer, 1782)
(Figura 3) é um lepidoptero da familia Noctuidae, nativa dos trépicos americanos, de
ocorréncia na América Central, América do Sul e Caribe, sendo encontrado também na regido
Sudeste dos Estados Unidos (CAPINERA, 2005; VALVERDE, 2007). Inicialmente era
considerada uma praga secundaria e sazonal na maioria dos cultivos, porém, quando instalada
na cultura, se torna de dificil manejo devido ao seu elevado potencial bi6tico. Assim, com o
passar do tempo S. eridania tem ganhado importancia por apresentar danos constantes e sua
ocorréncia se apresentar de maneira regular (SOUZA et al. 2014; PRATISSOLI &
GONCALVES, 2015). Seu ciclo bioldgico gira em torno de 30 dias, sendo considerada uma
espécie cosmopolita e generalista, atacando até 200 espécies de plantas, como algodao, arroz,



arroz sequeiro, cebola, cravo, girassol, morango e soja (CAPINEIRA, 2001; JESUS et al.,
2013; PRATISSOLI & GONGCALVES, 2015). Esta lagarta vem apresentando uma maior
frequéncia de infestacdo a cada safra nas culturas da soja e do algod&o.

Nos primeiros estagios larvais, suas lagartas apresentam comportamento gregario e se
alimentam da raspagem das folhas, enquanto a partir do terceiro instar, podem consumir o
tecido foliar. As lagartas apresentam habito solitario e consomem desde as folhas até frutos
ainda verdes, 0 que pode acarretar prejuizos indiretos e diretos (PRATISSOLI, 2009;
FORNAZIER et al., 2010; PRATISSOLI & GONCALVES, 2015).

Na cultura do tomate, os danos causados por lagartas de S. eridania, podem ser
observadas durante todo o desenvolvimento da cultura. Os danos iniciais ocorrem no
parénquima das folhas, e a medida que se desenvolvem podem chegar a atacar os frutos das
plantas (KING & SAUNDERS, 1984; CZEPAK et al., 2011). Em plantas do algodoeiro, as
lagartas ocorrem a partir da emissdo dos botbes florais, ocasionando o desfolhamento e
danificando as estruturas reprodutivas das plantas. Em plantas de repolho as lagartas podem
causar a destruicdo da cultura sem o manejo apropriado. Nos primeiros instares as lagartas
fazem a raspagem nas folhas, e apds seu terceiro instar penetram na cabeca do repolho
danificando-o profundamente (MICHEREFF FILHO et al., 2008).

Figura 3. Lagarta de Spodoptera eridania se alimentando de folhas com idade entre 15-18

dias.

Fonte: Agostini (2022)

2.2.2 Biologia e morfologia

Spodoptera eridania € um inseto holometabolo de habito polifago que apresenta
atividade crepuscular, sendo que nos primeiros instares suas lagartas realizam a raspagem da
parte abaxial das folhas, deixando-a com aspecto rendilhado, por ndo se alimentarem das

nervuras. Apos o terceiro instar, suas lagartas se tornam solitarias, podendo se alimentar de



folhas e frutos verdes ou maduros (SCRIBER, 1981; NORA et al., 1989; CAPINERA, 2005;
MICHEREFF FILHO et al., 2006). Suas pupas séo encontradas na base da planta no solo, e
seus adultos realizam posturas em massas de 0vos.

Os ovos apresentam formato esférico, com cério fino e micropila formada por quatro
aberturas micropilares, roseta micropilar formada por 10 cerdas primérias e 20 a 21 cerdas
secundarias. Coloracdo esverdeada logo apds sua oviposi¢do, adquirindo uma coloragéo
marrom-escura ao decorrer do tempo (GALLO et al., 2002; CAPINERA, 2005; VALVERDE,
2007).

A duracdo do periodo larval é de 14 a 20 dias, a coloracdo pode variar entre 0 marrom,
verde ou verde-escuro, apresentando uma linha longitudinal branca no dorso e uma linha
lateral de coloracdo branca ou amarela, sendo interrompida no primeiro urébmero. Ao término
do periodo larval, as lagartas descem ao solo em uma profundidade de 5 a 10 cm, onde se
transformam em pupa de coloragdo marrom e a duracdo do periodo pupal pode variar entre 8
a 10 dias (GALLO et al., 2002; CAPINERA, 2005).

Os adultos medem aproximadamente 40 mm de envergadura, sendo gque as asas
anteriores sdo acinzentadas ou marrons com um ponto preto no centro, as asas posteriores
esbranquicadas e, sua longevidade pode variar entre 7 a 10 dias (GALLO et al., 2002;
CAPINERA, 2005; SANTOS et al., 2005). A oviposic¢do é realizada em posturas cobertas por
escamas provenientes do corpo das fémeas, sendo ovipositados aproximadamente 200 a 270
ovos, sendo que cada fémea tem a capacidade de colocar entre 900 a 1000 ovos em um
periodo de até 5 dias, com uma viabilidade média dos ovos de 47,89% a 58, 57% (PARRA et
al., 1977; GALLO et al., 2002; CAPINERA, 2005; VALVERDE, 2007).

2.3 Spodoptera cosmioides
2.3.1 Importancia econdbmica

Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) (Figura 4), ou lagarta
das vagens, apresenta habito polifago atacando diversas culturas e seu ciclo bioldgico varia
em torno de 28 a 40 dias. No Brasil, as culturas do amendoim, batata-doce, girassol, milho,
palma forrageira, soja, algodédo, arroz, aveia, batata, cafeeiro, feijdo, tomate e o trigo sdo
consideradas hospedeiras desta praga (TEODORO et al., 2013).

Esta lagarta era considerada sindbnimo de Spodoptera latifascia (Walk.), entretanto foi
demonstrada, por Silvain & Lalanne (1997) e Lalanne-Cassou et al., (1999), a existéncia de
diferengas moleculares, morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais entre elas, sendo assim,

consideradas especies distintas.



Estas lagartas causam a desfolha da cultura nos primeiros instares e depois causam
perfuracbes dos botdes florais e nos frutos, além da danificacdo das vagens e graos,
diminuindo assim a produtividade (AGROLINK, 2019).

Figura 4. Lagarta de Spodoptera cosmioides com 20-25 dias de idade.

Fonte: Agostini (2022).

2.3.2 Biologia e morfologia

No complexo Spodoptera, a S. cosmioides se destaca como a mais Severa, com
elevado potencial de desfolha e ataque nas fases reprodutivas das plantas, além de apresentar
capacidade de sobrevivéncia em culturas como plantas daninhas ao redor da lavoura
(MOSCARDI et al., 2012; DA SILVA et al.,, 2017). As lagartas apresentam coloracdo de
cinza-escuro a preta, com duas linhas longitudinais alaranjadas e pontuacGes douradas dorsais
distribuidas pelo corpo. Podem chegar a 50 mm de comprimento, apresentando movimentos
vagarosos no seu deslocamento, ciclo total em média de 28 a 40 dias. O ciclo larval pode
variar entre 20 a 28 dias em temperatura de + 25 °C (GALLO et al., 2002; BAVARESCO et
al., 2004).

As pupas de S. cosmioides apresentam uma fase de pré-pupa que pode variar de 2 a 3
dias, e as pupas apresentam coloracdo marrom-avermelhada com duracdo de 10 a 13 dias
(SILVA et al.,, 2017). Os adultos medem aproximadamente 40 mm de envergadura,
apresentando coloracdo parda ou amarelada com manchas brancas nas asas anteriores e as
posteriores de coloracdo esbranquicadas ou escuras. A oviposicdo é realizada na parte abaxial
das folhas e os ovos tém aspecto amarelado e, sdo colocados em massas de ovos recobertos
por escamas da fémea, agrupados de 50 a 300 ovos por postura, podendo colocar até 3000 a
7000 ovos em sua fase adulta (KING & SAUNDERS, 1984; SILVA et al., 2017).



2.4 Helicoverpa armigera
2.4.1 Importancia econdmica

Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) (Figura 5) esta
presente em toda a Europa, Africa, Asia, Oceania e na América do Sul, em éreas de clima
tropical e temperado (GUO, 1997; GUOQING et al., 2001; LAMMERS) e ataca cerca de 180
espeécies de plantas (POGUE, 2004; SRIVASTAVA et al., 2005; ALI; CHOUDHURY, 2009).
E uma praga altamente polifaga, consumindo caules, folhas, frutos e sementes das plantas.
Essa praga ndo havia sido detectada nas Ameéricas até 2013, sendo que apos sua identificacdo
foi registrada sua ocorréncia em varias regides do Brasil (ARAUJO, 1990; CZEPAK et al.,
2013; SPETCH et al., 2013).

Figura 5. Lagarta de Helicoverpa armigera de 12-15 dias de idade.

Fonte: Agostini (2022)

2.4.2 Biologia e Morfologia

Helicoverpa armigera apresenta atividade crepuscular tendo sua maior atividade
durante a noite, € um inseto de metamorfose completa, ou seja, holometabolo, em que o seu
desenvolvimento bioldgico passa pelas fases de ovo, lagarta, pré-pupa, pupa e adulta
(HARDWICK, 1965; ARAUJO, 1990).

Seus ovos apresentam forma ovalada, sendo mais aguda na parte apical e achatado em
sua base, a por¢éo apical do ovo é lisa, apresentando nervuras longitudinais no restante de sua
superficie (NASREEN & MUSTAFA, 2000; AVILA, VIVAN & TOMQUELSKI, 2013).
Cada fémea pode ovipositar entre 2.000 até 3.000 ovos, sendo que 0s primeiros ovos podem
ser inférteis, sua postura (NASREEN & MUSTAFA, 2000; FIGUEIREDO et al., 2006). O



periodo de incubacdo dos ovos €, em média, de 3,3 dias, e a oviposicdo é realizada de forma
isolada ou em pequenos agrupamentos na face adaxial das folhas (MENSAH, 1996).

A coloracdo das lagartas pode variar a partir do terceiro instar, oscilando do amarelo
ao verde, com listras de coloracdo marrom laterais ao torax, abdémen e na cabeca dependendo
do tipo de alimento (ARAUJO, 1990; ALI; CHOUDHURY, 2009). A partir do quarto instar,
as lagartas apresentam tubérculos abdominais escuros e bem visiveis na regido dorsal, sendo
que esta caracteristica € determinante para a identificacdo desta espécie (MATTHEWS,
1999). O periodo larval tem duracgéo entre 15 e 17 dias (FERREIRA, 1989; FIGUEIREDO et
al., 2006).

A pupa apresenta coloracdo castanha, nesta fase é possivel distinguir o sexo através da
observacdo da genitalia externa, as fémeas apresentam cicatrizes da abertura genital
localizada médio ventral, ja os machos apresentam uma abertura circundada por pequenas
protuberancias (Figura 6). A duracdo de seu periodo pupal gira em torno de 10 a 14 dias
(ARAUJO, 1990; ALl & CHOUDHURY, 2009; QUEIROZ-SANTOS et al., 2018).

Os adultos de H. armigera apresentam 40 mm de envergadura. As asas anteriores
possuem uma mancha reniforme clara e na margem externa uma linha de sete a oito pontos
escuros. As asas posteriores sdo brancas, com uma larga banda distal preta que contém uma

mancha branca.

Figura 6. Regido posterior da pupa de Helicoverpa armigera. A Regido posterior fémea, B
regiao posterior macho.
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Fonte: Queiroz-Santos (2018).



2.5  Chrysodeixis includens
2.5.1 Importancia econdbmica

A falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Figura 7) por muito tempo foi conhecida como Pseudoplusia includens, até que Goater et al.
(2003), apos avaliarem o género Pseudoplusia, a reclassificaram para o género Chrysodeixis,
sendo a classificagdo mais aceita atualmente

Este inseto se tornou um sério problema fitossanitario com o decorrer dos anos,
apresentando Vvarios surtos isolados ou que podem ser associados a lagarta-da-soja Anticarsia
gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae). Até o final da década de 1990, era considerada
uma praga secundaria da cultura da soja, representando uma incidéncia de ndo mais que 10%
da lagarta-da-soja (MORAES et al., 1991; MOSCARDI, 1993). Entretanto, apds as safras de
2000/2001 e 2001/2002, C. includens passou a ser considerada uma praga-chave da cultura da
soja em Vérias regides brasileiras (BUENO et al., 2007).

E uma praga restrita do Hemisfério Ocidental, ocorrendo desde o norte dos Estados
Unidos até o sul da América do Sul (ALFORD & HAMOND, 1982; KOGAN, 1981). No
Brasil pode ser encontrada em todas as regides produtoras, com surtos detectados com
frequéncia no oeste da Bahia, Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parand e
Rio Grande do Sul, associadas a campos de soja e algoddo (MARSARO JUNIOR et al.,
2010).

Figura 7. Lagarta de Chrysodeixis includens de 12 a 16 dias de idade.

Fonte: Agostini (2022)



2.5.2 Biologia e morfologia

Nos primeiros instares, as lagartas se alimentam de folhas novas com baixo teor de
fibras através da raspagem, no decorrer de seu crescimento se tornam mais vorazes e destroem
completamente as folhas, podendo danificar até hastes mais finas (KOGAN & COPE, 1974,
STRAYER & GREENE, 1974).

Seus ovos sdo colocados individualmente na superficie das folhas, sendo que na
maioria das vezes na parte inferior, apresentam formato globular e apresentam coloracéo
creme-clara logo ap6s a oviposicao, passando para uma cor marrom-clara quando estes ovos
estdo perto da eclosdo, o que ocorre apos 2 a 3 dias (PETERSON, 1964).

As lagartas recém-eclodidas apresentam uma coloracdo verde-clara e ao decorrer de
seus instares podem sofrer mudanca em sua coloracdo, apresentando uma coloracdo verde-
amarronzada-clara quando estd se alimentando, ou uma coloracdo verde-limdo translcida
quando a lagarta ndo esta se alimentando, apresentando também listras longitudinais brancas e
pontuacdes pretas (SMILOWITZ, 1973; SOSA-GOMEZ et al., 2010).

Apds seu ultimo instar, as lagartas se fixam na parte abaxial da folha, se
transformando em pupa, que ocorre sob uma teia. A pupa apresenta uma coloracdo amarelo-
palida para verde-clara com pigmentacdo dorsal irregular 48h antes da emergéncia, entretanto
seu padrdo de coloracdo é altamente influenciado pelo seu tipo de alimentacdo, em geral,
lagartas de C. includens alimentadas com folhas irdo originar pupas com coloracdo verde-
escuras (CANERDAY & ARANT, 1967; EICHLIN & CUNNINGHAM, 1978; SHOUR &
SPARKS, 1981). Seu periodo pupal dura em torno de 7 a 9 dias até a emergéncia dos adultos
(VAZQUEZ, 1988).

Os adultos de C. includens séo de coloragdo escura, com duas manchas prateadas
brilhantes na parte central do primeiro par de asas, sendo que as asas posteriores sdo de
coloracdo marrom, medindo aproximadamente 35 mm de envergadura das asas, podendo
realizar a oviposicéo de até 600 ovos (GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al., 2010).

2.6 Bacillus thuringiensis
2.6.1 Aspectos gerais

Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner) (Bacillales: Bacillaceae) é uma bactéria gram-
positiva, aerobica, esporulante, pertencente a familia Bacillaceae. Apresenta formato de
bastonete e foi isolada pela primeira vez, em 1901, em Bombyx mori Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Bombycidae), e posteriormente de Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae), pelo pesquisador alemdo Ernst Berliner (ISHIWATA, 1901; BERLINER, 1915).



Além disso, este microrganismo ja foi isolado de uma grande diversidade de ecossistemas,
como solo, 4gua, matéria organica e insetos mortos (HOFTE et al., 1989; KNOWLES et al.,
1993; VALICENTE & BARRETO 2003, ROH et al., 2007; RAYMOND et al., 2010;
PALMA et al., 2014).

Figura 8. Microscopia de contraste de fase de Bacillus thuringiensis, demonstrando o esporo
(seta vermelha) e o cristal (seta azul).

S

Fonte: Agostini (2020).

As cepas de Bt tem o potencial de produzir uma grande variedade de proteinas
inseticidas que podem ser ativas contra diversas ordens de insetos (Figura 8). Isso fez com
que os produtos a base de Bt a se tornassem o produto biolégico mais vendido no mundo
(RAYMOND et al., 1993; SCHNEPF et al., 1998; PALMA et al., 2014). Seus esporos e
cristais sdo considerados seguros, pois ndo causam danos a mamiferos, organismos ndo-alvo e
ao meio ambiente.

O ciclo de vida desse entomopatdgeno pode ser dividido em duas principais fases,
sendo uma de crescimento vegetativo, na qual a bactéria se multiplica por biparticdo, e outra
de esporulacdo, que consiste na diferenciacao da bactéria pela formacéo de esporos. Quando o
esporo se encontra em um ambiente favoravel, com nutrientes e temperatura adequados, pode
germinar e iniciar novamente o crescimento vegetativo (MONNERAT & PRACA, 2006).

As toxinas em forma de cristais proteicos sdo classificadas em toxinas Cry ou &—
endotoxinas, com algarismos arabicos (1° a 4° grau), uma letra maiuscula (2° grau) e uma
letra mindscula (3° grau) (PALMA, et al., 2014; CRICKMORE, et al., 2021). Esse sistema é



atribuido conforme a porcentagem de identidade de aminoacidos aos pares, em comparacao
com as toxinas anteriores. As proteinas Bt compartilham até 95% de similaridade na
classificacdo primaria, secundaria e terciaria (Figura 9) (CRICKMORE et al., 1998;
CRICKMORE et al., 2021). Atualmente, mais de 100 classes diferentes de proteinas Bt foram
confirmadas em todo o mundo, incluindo App, Cry, Cyt, Gpp, Mcf, Mpf, Mpp, Mtx, Pra, Prb,
Spp, Tpp, Vip, Vpa, Vpb e Xpp (CRICKMORE et al., 2018; CRICKMORE et al., 2021).

Figura 9. Visdo geral esquematica do sistema antigo de nomenclatura usado pelo Comité de
Nomenclatura de Toxina Bt para Cry e Cyt e secretaveis Vip3.
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Fonte: Palma (2014).

Uma das caracteristicas mais interessantes de toxinas Cry € sua especificidade
determinada pela sua ligacdo especifica as proteinas localizadas nas membranas das
microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio dos insetos (BRAVO et al.,
2011).

As toxinas Bt sdo altamente especificas para seus hospedeiros e ganharam importancia
mundial como alternativa aos inseticidas quimicos. A utilizacdo dessas proteinas inseticidas
também motivou a busca por novos isolados de Bt nos mais diversos habitats a fim de

identificar e caracterizar novas proteinas inseticidas com diferentes especificidades.

2.6.2 d-endotoxinas

Em condic¢des nutricionais adversas, o Bacillus thuringiensis interrompe sua divisao
celular e inicia o processo de esporulagdo. Durante essa fase, sdo produzidas as d-endotoxinas,
também conhecidas como proteinas Cry. Essas toxinas se acumulam no compartimento da
célula-mae e, ao final da esporulagio, o cristal contendo a 5-endotoxina é liberado junto com
o esporo. O espectro de agdo das d-endotoxinas € geralmente restrito a algumas ordens

especificas de insetos (Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera), além de nematoides



e 4caros (Figura 10) (HABIB & ANDRADE, 1998; SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al.,
2007).

Figura 10. Espectro de agéo de Bacillus thuringiensis 6—endotoxinas.
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As toxinas Cry sdo classificadas de acordo com sua sequéncia primaria de
aminoacidos e mais de 700 diferentes sequéncias de genes cry foram classificadas em 79
grupos (cryl ao cry79) (CRICKMORE et al., 2021).

Bacillus thuringiensis pode produzir uma ou mais proteinas Cry com massa molecular
variando de 40 a 140 kDa (SERAFINI et al., 2002). A forma do cristal é determinada pela
composigdo e estrutura das d—endotoxinas presentes, podendo variar de bipiramidal, cubdide,
ovoide, esférica ou até mesmo ndo possuir forma definida (HABIB & ANDRADE, 1998;
POLANCZYK & ALVES, 2003).

As toxinas Cry sdo compostas por uma estrutura 3-Dimensional (Figura 11), o
dominio I consiste em um agrupamento de 7—8 a-hélices com a-hélice 5 localizada no centro,
e os outros dois dominios sdo compostos por folhas -antiparalelas dispostas em um “Greek-

key” (dominio Il) ou topologia “Jelly roll” (dominio 1) (XU et al., 2014). Apds a ingestdo da



proteina Cry 3-D por um inseto, o cristal parasporal é solubilizado pelos fluidos intestinais do
hospedeiro que apresentam pH alcalino, liberando uma pré-toxina de aproximadamente 120
kDa, sendo processada principalmente a partir do C-terminal por proteases digestivas
intestinais a um nucleo ativo da proteina inseticida de 55-65 kDa (HECKEL, 2020). As pro-
toxinas Cry 3-D mais curtas ndo possuem o C-terminal, sendo processadas principalmente no
N-terminal. Proteinas inseticidas Cry produzidas por culturas Bt sdo a toxina ativada ou a
forma completa de pré-toxinas mais curtas. Para atingir os enterocitos no intestino medio, as
proteinas Cry ativadas precisam atravessar a matriz peritréfica, contendo carboidratos que
podem se ligar e reter parte da proteina (HAYAKAWA, 2004).

Ao atingir o epitélio da membrana do intestino médio, as proteinas Cry 3-D se ligam a
locais especificos considerados necessarios, mas ndo suficientes para a toxicidade
(WOLFERSBERGER, 1990). Diversas proteinas e glicoconjugados contém sitios de ligacéo
para toxinas Cry (PIGOTT, 2007), e evidéncias para a funcionalidade do receptor s&o
relatadas para transportadores semelhantes a caderina, N-aminopeptidase, fosfatase alcalina
(ADANG et al., 2014). Descobertas recentes sugerem que a ligacdo da proteina Cry aos
transportadores ABC é critica para alta citotoxicidade, enquanto a interacdo com outros
receptores pode aumentar a toxicidade e, portanto, desempenhar um papel intensificador
(TANAKA et al., 2013 & BRETSCHNEIDER et al., 2016). Os detalhes dos eventos pds-
ligacdo que resultam em morte celular permanecem controversos (VACHON et al., 2012). A
maioria das evidéncias apoia a insercdo do oligdbmero da proteina Cry na membrana do
enterdcito para formar um poro seletivo de cations que resulta em desequilibrio osmético e
morte celular promovida pelo influxo compensatério de agua através das aquaporinas (ENDO
et al., 2017). A morte dos enterécitos destroi a barreira epitelial do intestino médio e permite a
invasdo da hemocele pelo Bt e outras bactérias residentes no intestino, causando a morte do
hospedeiro por septicemia (RAYMOND et al., 2010). Ha evidéncias crescentes de que 0s
dominios C-terminais das pré-toxinas CrylA podem contribuir para a toxicidade por um
mecanismo alternativo (QI et al., 2020). Embora tenham pouca ou nenhuma atividade
inseticida por si sO, os esporos podem contribuir para a toxicidade por meio de fatores de
viruléncia adicionais (KALMYKOVA et al., 2009).



Figura 11. Topologia estrutural de toxinas Cry.
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Fonte: Crickmore (2021).

2.6.3 Proteinas vegetativas inseticidas (VIP)

As proteinas VIPs (Vegetative Insecticidal Proteins) sdo produzidas por algumas cepas
de Bt durante a fase vegetativa de crescimento e de esporulacdo, sendo consideradas a nova
geragdo de toxinas Bt, devido as suas diferentes estruturas e propriedades moleculares
(ESTRUCH et al., 1996). Por serem secretadas, ndo formam inclusdes cristalinas e nédo
apresentam homologia de sequéncia ou de estrutura com as proteinas Cry, por isso, as VIPs
receberam uma nova classificacdo (SCHNEPF et al., 1998; BEL et al., 2017).

Nas proteinas Vip, temos as Vipl e Vip2 que constituem uma toxina binéria contra
algumas espécies de coleopteros e hemipteros (Figura 12) (De MAAGD, et al., 2003; GENG,
etal., 2019;). Os genes vipl e vip2 sdo co-transcritos de um Unico operon de ~4kb e codificam
proteinas de ~100 e ~50kDa (De MAAGD et al., 2003; GATEHOUSE 2008). Os primeiros
genes vip3 foram originalmente clonados a partir DNA de Bt (vip3Aal e vip3Abl), eles
codificam proteinas e ndo apresentam homologia com qualquer outra proteina inseticida
conhecida (ESTRUCH et al., 1996). As proteinas Vip3A exibem atividade inseticida contra
uma ampla variedade de lepiddpteros.

Essas proteinas sdo patogénicas a insetos pouco sensiveis a maioria das proteinas Cry

como Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1766) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda



(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera exigua (Hibner, 1808) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) (GOMIS-CEBOLLA
et al., 2017). O modo de acdo ainda ndo foi totalmente esclarecido, sabe—se que a Vip3A ¢
processada por proteases intestinais formando uma proteina de menor peso molecular que se
liga a receptores especificos presentes na membrana epitelial do intestino medio, causando a
lise celular. As manifestacdes toxicas sdo semelhantes as que ocorrem com as proteinas Cry
(YU etal., 1997; GOMIS-CEBOLLA et al., 2017).

Estudos sobre a ativacdo proteolitica de proteinas Vip3A demonstraram que as
protoxinas Vip3A sdo clivadas para se tornarem varios fragmentos principais, geralmente
incluindo fragmentos de 62-66 kDa, 45 kDa, 33 kDa e 19-22 kDa (YU et al.,, 1997,
HAMADOU-CHARFI2013; BEL et al., 2017; BANYULS et al., 2018). O fragmento de 62 —
66 kDa do C-terminal das toxinas Vip3A foi determinado como sendo o principal produto do
processamento proteolitico (BANYULS et al., 2018). Os fragmentos de 45 kDa e 33 kDa séo
produtos do processamento posterior do fragmento de 19 — 22 kDa e contém os primeiros 199
aminoéacidos no N-terminal de Vip3A, sendo que se sugere que os fragmentos de 62 — 66 kDa
no C-terminal pode ser o nicleo ativado da toxina (GAYEN et al., 2012; HERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2013; CHAKROUN et al., 2014; QUAN et al., 2019), porém estudos
recentes indicam que ambos os fragmentos de 19 — 22 kDa e 62 — 66 kDa sdo necessarios para
a estabilidade e especificidade das toxinas Vip3A (BEL et al., 2020).

Figura 12. Espectro de acdo das proteinas inseticidas VIP e SIP de Bacillus thuringiensis.
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Fonte: Palma (2014).



2.6.4 p-exotoxinas

As [B-exotoxinas sdo toxinas ndo proteicas que podem ser produzidas por algumas
estirpes de B. thuringiensis durante a fase vegetativa e secretadas no meio de cultura, também
conhecidas como Thuringiensinas. Sdo termolabeis, com baixa massa molecular. Existem
dois tipos de p—exotoxinas, conhecidas como tipo | e tipo Il (MALOVICHKO et al., 2019;
HE et al., 2011; SANCHEZ-SOTO et al., 2015). A B-exotoxina B-exotoxina tipo | é analoga
de nucleotideos de adenina, apresentando baixo peso molecular, e sua toxicidade se da pela
inibicdo da sintese de RNA por competicdo com o ATP (SEBESTA et al., 1970; DE RIJK et
al., 2013; LIU et al., 2014). Diversos laboratorios utilizam da técnica de cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC) para detecgdo de -exotoxina em amostras de formulacfes e
fermentacdes, porém, essa técnica pode ndo detectar a presenca da p-exotoxina tipo II. A -
exotoxina tipo Il possui maior toxicidade que o tipo I, principalmente para coledpteros
(JOHNSON & PETERSON, 1983; LEVINSON et al., 1990; PERCHAT et al., 2005; SAUKA
etal., 2014; SAUKA et al. 2022).

A toxina tipo | é semelhante ao ATP, sendo composta por adenina, ribose, glicose e
acido fosfoalarico (FARKAS et al., 1969). Sua atividade toxica esta relacionada a inibicdo da
RNA polimerase, pois compete com o ATP, e apresenta um amplo espectro de toxicidade
para diversas ordens de insetos, acaros, nematoides e vertebrados, resultando em efeitos
teratogénicos e mutagénicos (HANSEN & SALAMITOU, 2000). Por sua vez, a toxina tipo Il
é analoga ao UTP e € mais tdxica que a tipo |, especialmente para coleopteros (LEVINSON et
al., 1990).

Devido a alta toxicidade para mamiferos, é necessario selecionar estirpes de Bacillus
thuringiensis que ndo produzam a [-exotoxina para a producdo comercial (McCLINTOCK et
al., 1995).

O gene thuE desempenha um papel crucial na detec¢do da B-exotoxina. Este gene
codifica uma proteina que estd envolvida no reconhecimento ¢ ligacdo da [-exotoxina,
compreender o mecanismo pelo qual o gene thuE funciona na detec¢do da B-exotoxina é
essencial para o desenvolvimento de estratégias para neutralizar os efeitos toxicos do Bacillus

thuringiensis e para aumentar a seguranca das praticas agricolas e ambientais.

2.6.5 Plantas geneticamente modificadas expressando Bacillus thuringiensis
A biotecnologia deu novos rumos ao Bt possibilitando o desenvolvimento de plantas
geneticamente modificadas que expressem as toxinas Cry, facilitando o controle de insetos

(SOBERON et al., 2009). Em meados dos anos 90 iniciou a comercializagio de plantas



transgénicas a empresa Calgene comercializou o tomate FLAVR-SAVR, para retardar seu
amadurecimento pds-colheita. De 1996 a 2019 foram plantadas um total de 2.7 bilhGes de
hectares de cultivos geneticamente modificados em 29 paises (ISAAA, 2021). As primeiras
variedades comerciais de culturas transgénicas resistentes a insetos expressavam proteinas
Cry com atividade especifica contra Lepidopteros praga, como o algoddo Bollgard®
desenvolvido pela Monsanto expressando CrylAc e o milho desenvolvido pela Syngenta
expressando CrylAb. Posteriormente, outras toxinas como a CrylF e Cry2Ab2 foram
piramidadas em uma Unica variedade - algoddo Widestrike desenvolvido pela Dow
Agrosciences expressando CrylF e CrylAc e o Bollgard Il desenvolvido pela Monsanto
expressando CrylAc e Cry2Ab2 (JAMES, 2010 & GATEHOUSE et al., 2011).

Toxinas Cry3 com atividade contra ColeOpteros-praga também foram utilizadas em
culturas transgénicas, particularmente no milho como o Yieldgard desenvolvido pela
Monsanto expressando Cry3Bbl, o milho Herculex RW desenvolvido pela Dow
Agrosciences expressando Cry34Abl e Cry35Abl e o milho Agrisure RW da Syngenta. A
Syngenta também lancou, em 2011, o milho Agrisure Viptera, a primeira variedade a explorar
uma proteina ndo Bt a Vip3 (JAMES, 2010 & GATEHOUSE et al., 2011).

Apo6s mais de 20 anos de implantacdo, o maior percentual de area com plantas
geneticamente modificadas permanece distribuidos em algumas regifes como a América do
Norte com81,6 milhdes de hectares (33%), América do Sul com 76,4 milhdes de hectares
(31%), Asia com 73,8 milhdes de hectares (30%), Africa com 9,2 milhdes de hectares (4%) e
Europa com 5 milhdes de hectares (2%), sendo que as culturas mais cultivadas com Bt sdo o
milho com73,6 milhdes de hectares (30%), algod&o 66,8 milhdes de hectares (27%), soja 52,1
milhdes de hectares (21%), berinjela 3 milhdes de hectares (21%), além de outras culturas
30,5 milhdes de hectares (12%) (ISAAA, 2022). Culturas que expressam toxinas de Bt tém
demonstrado substanciais beneficios ambientais e econémicos para os agricultores em varios

paises, reduzindo o nimero de aplicacdo de inseticidas e aumento da produtividade.

2.6.6 Resisténcia de Bacillus thuringiensis

Os bioinseticidas Bt consistem em varios tipos de proteinas cristalinas inseticidas,
portanto, o desenvolvimento de resisténcia ocorre de forma lenta e dificil (FIUZA et al.,
2017). A resisténcia desenvolvida no campo dos insetos € definida como uma diminuicao
geneticamente baseada na suscetibilidade de uma populagdo a uma toxina causada pela

exposicdo da populacdo a toxina no campo. O principal objetivo do monitoramento da



resisténcia dos insetos as culturas Bt € detectar a resisténcia com antecedéncia suficiente para
permitir a tomada de medidas preventivas antes que ocorram falhas (TABASHNIK, 1994).

Fortes evidéncias de resisténcia as toxinas Bt desenvolvida em campo em culturas
transgénicas foi relatada para populacdes de trés insetos noctuideos; Busseola fusca, H. zea e
S. frugiperda. A resisténcia as toxinas Bt em S. frugiperda presente no milho foi documentada
em Porto Rico ao CrylF (STORER et al., 2010), no Brasil ao CrylF (FARIAS et al., 2014) e
CrylAb (OMOTO et al., 2016), na Argentina para CrylF (CHANDRASENA et al., 2018), e
no sudeste dos EUA para CrylF (HUANG et al., 2014; LI et al., 2016). A resisténcia de S.
frugiperda ao milho Bt simples e piramidal pode resultar em resisténcia cruzada com outras
culturas Bt (HORIKOSHI et al., 2016; HERRERO et al., 2016; MACHADO et al., 2020).

A resisténcia desenvolvida no campo do milho Bt que expressa CrylAb foi
documentada por Van Rensburg em uma populacdo de B. fusca, na Africa do Sul (VAN
RENSBURG, 2007). Uma segunda populacdo resistente de B. fusca ao milho Bt foi detectada
em outra area na Africa do Sul (KRUGER et al., 2009). A porcentagem de agricultores
relatando danos meédios ou severos ao milho Bt de B. fusca aumentou de 2,5% na safra de
2005-2006 para 58,8% na safra de 2007-2008. Nos EUA, a resisténcia de campo de H. zea ao
algodéo Bt produtor de CrylAc foi notada em algumas populagdes do inseto em 7—8 anos no
sudeste dos EUA (LUTTREL & ALI, 2007). Na China, evidéncias de resisténcia
desenvolvida em campo ao algoddo Bt que expressa CrylAc foram detectadas em populacGes
de H. armigera (LIU et al., 2010). Também foi documentada que P. gossypiella poderia
desenvolver resisténcia no algodo Bt que produz CrylAc em quatro distritos da india. Como
solugdo para este problema a empresa produziu outro algoddo Bt expressando CrylAc +
Cry1Ab (BAGLA, 2010).

Em contraste, fortes evidéncias de suscetibilidade as toxinas Bt em culturas
transgénicas foram relatadas para populacdes de H. armigera, Heliothis virescens, H.
punctigera, Pectinophora gossypiella, Ostrinia nubilalis em milho e algoddo Bt (GAHAN et
al., 2001; CACCIA et al., 2010; COATES et al., 2015; TAY et al., 2015).

2.6.7 Sequenciamento genémico de Bacillus thuringiensis

A melhoria dos inseticidas a base de B. thuringiensis depende da combinagéo de varias
toxinas, da identificacdo de novas cepas, e da busca por genes que codificam novas proteinas
com propriedades e especificidades inseticidas promissoras. Para isso, novos isolados sdo
testados regularmente e com o avanco das técnicas de sequenciamento, muitos laboratorios

realizam o sequenciamento do genoma completo das cepas de Bt que apresentem alta



toxicidade, acelerando a identificagdo de novos genes que potencialmente codificam fatores
de viruléncia e toxicidade (HE et al., 2011).

Técnicas como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ou uma combinacdo de
técnicas de PCR e polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) séo
utilizadas visando a caracterizacdo de cepas de Bt para identificar genes que possam
apresentar atividade inseticida (KUO et al., 1996; BRAR et al., 2006; LIU, et al., 2007,
HERNADEZ-RODRIGUEZ et al., 2009; TAN et al., 2009; PALMA et al., 2013), porém estas
técnicas sdo limitadas, pois identificam principalmente alelos de genes previamente descritos,
novos genes geralmente exibem apenas um pequeno numero de substituicdes sindnimas ou
ndo sinbnimas e codificam proteinas idénticas ou ligeiramente diferentes em comparagdo com
alelos descritos anteriormente, provavelmente com toxicidade e hospedeiros semelhantes.
Além de produzirem somente uma fracdo de sequéncia do gene, sdo necessarias diversas
estratégias, que demandam tempo para a construcdo de bibliotecas genémicas para obtencéo
de uma Unica sequéncia completa (KUMAR et al., 2012; PALMA, 2014).

Atualmente estdo disponiveis cerca de 781 genomas de diferentes cepas de Bt
depositados em um banco de dados chamado National Center for Biotechnology Information
(NCBI), responsavel por armazenar dados provenientes de sequenciamentos gendmicos em
seu banco de dados. Este banco tem o objetivo de desenvolver novas informagdes para
compreensdo dos processos moleculares e genéticos, criando um sistema automatizado para
armazenamento e analise de dados (NCBI, 2022).

A procura de cepas promissoras com atividade téxica a diferentes insetos-praga
tornou-se um objetivo de diversos trabalhos. Para isso diversas técnicas de sequenciamento
tém sido adotadas, como os sequenciadores de nova geracdo ou SNG, cada vez mais genomas
de Bt tem sido sequenciado, auxiliando assim nas descobertas e identificacdo de novos genes
presentes nos genomas de Bt. Estes SNG fornecem uma estrutura rapida e confiavel para a
obtencdo de sequéncias gendmicas completas. Suas sequéncias podem ser montadas em
contigs utilizando um computador comum, por softwares de bioinforméatica para montagem
De novo ou montagem guiada por referéncia (HERNANDEZ et al., 2008).

A montagem de novo envolve a montagem do genoma sem depender de um genoma
de referéncia, enquanto a montagem guiada por referéncia utiliza um genoma de referéncia
conhecido como uma estrutura para alinhar as sequéncias curtas de DNA (WONG, 2019).
Esta montagem do genoma pode ser desafiadora devido a sua natureza complexa, sequéncias
repetitivas e possiveis variagcbes gendmicas. Porém esta ferramenta pode apresentar limitacoes

da montagem como a necessidade de novas ferramentas de software que possam superar as



limitagcBes técnicas das tecnologias de sequenciamento, bem como a dificuldade em
reconstruir com precisao segmentos repetitivos de DNA. Além disso, a precisao e a qualidade
da montagem podem ser afetadas por fatores como erros de sequenciamento, cobertura
irregular e presenca de contaminantes de DNA estranhos. Uma possivel limitagdo do uso de
bancos de dados de genoma de referéncia é que eles podem nédo conter todas as informacdes
necessarias para caracterizar com precisdo 0s micrébios que ndo possuem representantes
culturais intimamente relacionados (ALKAN et al., 2011; HE et al., 2018; WANG et al.,
2018; GU et al., 2018).

O genoma do Bt pode variar entre 2,4 a 6,9 Mb possuindo aproximadamente 34% de
conteddo G+C. Cerca de 10 a 20% de seu DNA pode ser composto por plasmideos, que
representa elementos genéticos extracromossomais que carregando importantes genes de
viruléncia que podem variar de quantidade e tamanho. Um perfil plasmidico padrdo parece
estar relacionado com cada cepa. Podem ser reconhecidos dois grupos diferentes de
plasmideos: aqueles que tém <30 MDa e aqueles que tém >30 MDa, sendo estes ultimos
chamados de megaplasmideos. Cada grupo é dividido de acordo com a visualizacdo das
bandas cromossdmicas em gel de agarose, plasmideos menores ficam abaixo e
megaplasmideos ficam acima (RAMIREZ et al., 2008). Cada plasmideo se distingue por seu
papel na transferéncia horizontal de DNA e/ou pelos genes que carrega, cuja fungéo e papel
permanecem em sua maioria enigmaticos. J& para os megaplasmideossua principal funcéo
reconhecida é abrigar genes cry (BERRY et al., 2002; LOEZA-LARA et al., 2005; ROH et
al., 2007; DE VOS et al., 2011; FAGUNDES et al., 2011; ZHENG et al., 2013; VALICENTE
etal., 2017; FIEDORUK et al., 2017; GILLIS et al., 2018).

A predicédo e anotagdo dos genes inseticidas podem ser realizadas utilizando o Blast, a
fim de realizar buscas e comparar sequéncias bioldgicas contra um banco de dados que
contém uma abundancia de informacdes, retornando sequencias mais similares a pesquisa

realizada com a utilizagdo de um banco de dados personalizados (PALMA, et al., 2014).

3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

Selecionar e caracterizar molecularmente cepas de Bacillus thuringiensis provenientes
do Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo que promovam alta mortalidade
(>90%) dos insetos-praga Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania, Spodoptera

cosmioides, Helicoverpa armigera e Chrysodeixis includens.



3.2  Objetivos especificos

o Avaliar cepas de B. thuringiensis presentes no Banco de Microrganismos da
Embrapa Milho e Sorgo quanto a taxa de mortalidade dos insetos-alvo;

o Selecionar cepas que apresentem mortalidade simultdnea acima de 90% para 0s
lepidopteros-praga S. frugiperda, S. eridania, S. cosmioides, H. armigera e C. includens, que
ndo produzam [B-exotoxinas;

o Sequenciar o genoma das cepas de B. thuringiensis mais eficientes no controle
dos insetos-alvo;

o Identificar genes inseticidas presentes nos genomas das cepas mais eficientes

no controle de insetos-alvo.

4, JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de plantas geneticamente modificadas que expressam toxinas Bt
proporcionam uma efetiva reducdo nos danos causados por insetos-praga e a reducdo do
nimero de aplicacdes de agroquimicos. No entanto, com o rapido desenvolvimento da
resisténcia pelos insetos, essa tecnologia sofre constantes desafios, tornando a busca por
novas proteinas que promovam uma alta atividade inseticida uma necessidade. Com a grande
variabilidade e a rica biodiversidade do Brasil, a analise da diversidade de B. thuringiensis se
torna um ponto principal para serem evidenciadas novas cepas que apresentem um alto nivel
de mortalidade em insetos-praga. O Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo —
Sete Lagoas/MG possui aproximadamente 4.600 cepas de B. thuringiensis isoladas de
diversas regides do Brasil (VALICENTE & BARRETO, 2003), estas cepas necessitam da
identificacdo dos genes inseticidas para serem utilizadas como bioprodutos, demonstrando a
importancia desta ferramenta para prospeccdo de novos genes e/ou cepas que possam ser

utilizadas no desenvolvimento de novos bioprodutos.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 SELETIVIDADE DE CEPAS
5.1.1 Criacdo e manutencdo da populacdo dos insetos Spodoptera frugiperda, S.
eridania, S. cosmioides, Helicoverpa armigera e Chrysodeixis includens.

As lagartas utilizadas foram coletadas em campo e transportadas para o Laboratério de
Controle Biologico (LCB) da Embrapa Milho e Sorgo, onde foi realizada a multiplica¢do do

material, livre de pressdo seletiva a Bt ou inseticidas. Lagartas neonatas foram mantidas em



dieta artificial proposta por Greene et al. (1976), em copos plasticos com capacidade de 50
mL e vedados com tampas de pléstico (Figura 13) até a formacéao de pupas (VALICENTE &
BARRETO, 2003).

Figura 13. Suporte pléstico utilizado para apoio dos copos de criacdo massal de lepiddpteros-

Fonte: Agostini (2022).

As pupas foram mantidas em copos plasticos até emergirem os adultos, estes em
seguida foram transferidos para gaiolas cilindricas feitas com PVC revestidas internamente
com guardanapos de papel macio, fechados na parte superior com tecido tipo “voil”. A
solucdo para alimentacdo dos adultos foi constituida de acUcar, acido ascorbico, glicose de
milho e agua. As gaiolas foram mantidas em sala climatizada com temperatura de
aproximadamente 25+ 2 °C; fotofase 12 horas. A cada trés dias as posturas foram coletadas e
transferidas para sacos plasticos incubados em BOD com 25+ 2 °C; fotofase 12 horas até a
eclosdo. Uma parte das lagartas recém-eclodidas foi utilizada para os bioensaios e o restante

foi utilizado para manutencao da criag&o.

5.1.2 Cepas de Bacillus thuringiensis

As cepas de B. thuringiensis utilizadas neste trabalho foram obtidas do Banco de
Microrganismos Entomopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG (Tabela
1). Foram selecionadas 80 cepas de forma aleatdria. Estas cepas foram previamente isoladas,
de diferentes regides do Brasil (Valicente & Barreto 2003).



Tabela 1. Isolados de Bacillus thuringiensis provenientes do Banco de Microrganismos da
Embrapa Milho e Sorgo.

Cepa Origem Cepa Origem Cepa Origem

594A Guapé, MG 1124C Rio Verde, GO 1297D1 Sta Helena, GO

681 Pereira Barreto, SP 1130E Jatai, GO 1305A Prudente de Morais, MG
732D Assis, SP 1132A Rio Verde, GO 1355 Sete Lagoas, MG

718 Agua Clara, MS 1109F Rio Verde, GO 1373D Séo Miguel dos Campos, AL
845F Vigcosa, MG 1109G Rio Verde, GO 1373E Séo Miguel dos Campos, AL
939F Teixeiras, MG 1110l Rio Verde, GO 1380B Siméo Dias, SE
941FC Sacramento, MG 1115C Rio Verde, GO 1386A Maceio, AL
1074F Coqueiral, MG 1130G Jatai, GO 1387B S&o Miguel dos Campos, AL
1090C Boa Esperanca, MG 1139E Rio Verde, GO 1395A Poco Verde, SE
1090G Boa Esperanca, MG 1165E Rio Verde, GO 1401B Pesqueira, PE
1099G Guapé, MG 1166C Rio Verde, GO 1402D Sem Localizagéo
1092A Coqueiral, MG 1181D Rio Verde, GO 1415D S&o Domingos, SE
1110A Rio Verde, GO 1243 Sta Helena, GO 1416L Caruaru, PE
1120G Sta Helena, GO 1243J1 Sta Helena, GO 1440A Arapiraca, AL
1121C Jatai, GO 805DA Vicosa, MG 1519A Sem Localizacdo
1124E Rio Verde, GO 806BA Ervélia, MG 1529E Sem Localizacdo
1120F Sta Helena, GO 1290F Rio Verde, GO 1564E Sem Localizacdo
1124B Rio Verde, GO 1290G Rio Verde, GO 1571A Prud de Morais, MG
1581C Prud de Morais, MG 1651 Jaboticabal, SP 1753R Jatai, GO
1583C Prud de Morais, MG 1660 Jaboticabal, SP 1754L Portelandia, GO
1893C Prud de Morais, MG 1672 Jaboticabal, SP 1754M Portelandia, GO

195E Juarez Tavora, PB 1674 Jaboticabal, SP 1756B Montividiu, GO
1604A Amazonas 1675 Macei6, AL 1755H Portelandia, GO
1604B Amazonas 1625 Sem localizagdo 1756C Montividiu, GO
1604C Amazonas 1625C Sem localizagéo 1756D Montividiu, GO
1604D Amazonas 1680C Sem localizagéo 1730A Rio Verde, GO
1725B Rio Verde, GO 1715C Itumbiara, GO

Fonte: Banco de microrganismos - Embrapa Milho e Sorgo (2022)

5.1.3 Bioensaios de mortalidade

Cada cepa de B. thuringiensis foi cultivada em placas de Petri contendo 20 mL de

meio Luria-Bertani (LB) acrescido de sais minerais (0,002 g de FeSO4, 0,002 g de ZnSO4,
0,02 g de MnS04, 0,3 g de MgSO4 e 2% de glucose) (VALICENTE & MOURAO, 2008) e

12 g de agar bacterioldgico (pH 7,5) em 1000 mL de agua deionizada autoclavada, em estufa

a 28 + 2 °C durante 72 h ou até sua total esporulacdo. A completa esporulacéo foi confirmada

por microscopia de contraste de fase pela visualizagdo dos esporos e cristais. Em seguida, as



placas foram raspadas e toda massa celular foi transferida para tubos conicos de 15 mL
contendo um total de 10 mL de &gua deionizada autoclavada com Tween 20® 0,1% (v/v). Os
bioensaios foram realizados com a adicdo de 150 pL da suspensédo bacteriana na concentracao
de 1x108 esporos/mL sobre a superficie da dieta artificial (1 cm®) especifica para cada inseto
armazenada em copos plasticos de 50 mL. Apés a secagem completa da solugdo bacteriana na
dieta, uma lagarta neonata foi adicionada em cada copo. Os bioensaios foram mantidos em
sala climatizada a 25 + 2°C com umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12:12 (luz:
escuro), e a mortalidade foi mensurada de 3 a 7 dias apds a inoculacdo e como controle
negativo foi utilizado somente Agua deionizada autoclavada com Tween 20®. Os
experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com 4 repeticoes
por tratamento, cada repeti¢do contendo 16 lagartas. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia
utilizando o software SISVAR® (FERREIRA, 2019). Foram consideradas tdxicas e utilizadas
para 0s experimentos posteriores as cepas que atingiram mortalidade acima de 90% para todas

as espécies testadas.

5.1.4 Bioensaios de p-exotoxinas

Inicialmente foi preparado um pré-inéculo adicionando 10 pL da cepa de Bt em 10
mL de meio de cultura LB acrescido de sais. Ap6s serem cultivados a 28 °C, 250 rpm por 16
h, foi realizada a contagem do nimero de células por cdmara de Neubauer em microscopio de
contraste de fase. Uma aliquota do pré-indculo foi acrescentada a 50 mL de meio de cultura
LB acrescido de sais de modo que a concentracdo inicial fosse de 1x10° células/mL e
cultivada durante 144 h sob as mesmas condi¢Oes citadas anteriormente. Posteriormente, a
cultura foi centrifugada em tubos cénicos de 50 mL a 5.000 rpm por 20 min, o sobrenadante
foi autoclavado a 121 °C durante 20 min e ap0s esse tempo foi realizada a filtracdo com
filtros de 0,45 um e 0,22 um e armazenado a -20 °C até seu uso.

Pedacos de dieta artificial de aproximadamente 1 cm® foram colocados em copos
plasticos de 50 mL e 150 pL do sobrenadante da cultura bacteriana foi colocada
superficialmente sobre a dieta. ApoOs total secagem, uma neonata de S. frugiperda foi
adicionada. Cada tratamento consistiu em 4 repeti¢fes, contendo 24 lagartas por repeticao.
Agua deionizada autoclavada foi utilizada como controle negativo e para o controle positivo

foi utilizada a cepa HD-125 produtora de -exotoxina.



A avaliacdo de mortalidade e a pesagem das lagartas foram efetuadas 8 dias apds a
montagem do bioensaio. Os dados foram submetidos a analise, sendo as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia em software SISVAR® (FERREIRA, 2019).

5.1.5 Extracdo de DNA genomico de Bacillus thuringiensis

As cepas de B. thuringiensis que apresentaram mortalidade acima de 90% para as
espécies testadas foram selecionadas para analises moleculares. Para extracdo do DNA
gendmico de Bt foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA),
seguindo protocolo estabelecido pelo fabricante. Para extragdo foi utilizado culturas crescidas
a 28 = 2 °C por 16 h sob agitacdo 220 rpm. A qualidade do DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e sua concentracdo e pureza foram mensuradas por
espectrometria UV/Vis utilizando NanoDrop® ND-1000 (Thermofisher, EUA).

5.1.6 Deteccdo do gene thuE através de PCR

A detecgdo de B-exotoxinas em cepas de Bt também foi realizada a analise de PCR
com o DNA das cepas selecionadas com primers especificos para deteccdo do gene thuE,
sendo associado a produgdo de [-exotoxinas do tipo I. Para isso foram utilizados
oligonucleotideos BEF (5-GCGGCAGCCGTTTATTCAAA-3’) e BER (5° -
CCCCTTCCCATGGAGAAACA-3), além de BEF1 (5’-CAGTAAAAGGCCCATTGGAA-
3’) e BERI1 (5’-TTCCATGAATTTGCCGATTT-3") (SAUKA et al., 2014). As reacdes de
amplificacdo foram elaboradas num volume final de 25 pL contendo tampédo 1X, 2 mM de
MgCly, 0,125 mM de dNTP, 0,5 mM de cada oligonucleotideos, 2 U de Taq DNA polimerase,
10 ng de DNA. As amplificacdes foram realizadas em Termociclador Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA). As condicGes para amplificacdo foram:
desnaturacdo inicial 94 °C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento 54 °C por 1 minuto e extensdo 72 °C durante 1 minuto; extenséo final 72 °C por 5
min. Os produtos das rea¢fes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e

comparadas com marcador de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen, USA).

5.1.7 Sequenciamento gendmico

Para o sequenciamento gendmico foram selecionadas quatro cepas que apresentaram
mortalidade > 90% para todos os lepidopteros-praga testados. Para isso, uma aliquota de 50
1g de DNA foi liofilizada e enviado para BGI Hong Kong (Beijing Genomics Institute) para

as etapas de preparacdo das bibliotecas de DNA e sequenciamento. O sequenciamento foi



realizado através de plataforma NGS com tecnologia DNBSEQ™ a partir de paired-end com
fragmentos de 2 x 150 pb segundo o protocolo do sistema Illumina HiSeq, as leituras com
baixa qualidade do sequenciamento (com bases consecutivas cobertas por menos de cinco
leituras) foram descartadas.

Para a montagem do genoma foi utilizado o software SOAP de novo verséo 2.04 (LI et
al., 2008). Além disso, foi utilizado para analisar a qualidade da montagem, calcular o nimero
e tamanho total dos scaffolds, além do tamanho médio de scaffolds, N50 o software QUAST
versdo 4.0 L50 (GUREVICH et al., 2013).

5.1.8 Identificacdo de genes que codificam proteinas

A identificacdo dos genes inseticidas presentes no genoma das cepas 1074F, 1090G,
1139E e 1166C de Bacillus thuringiensis foi realizada utilizando o programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997). O alinhamento local foi feito a partir de um banco de dados de
sequéncias de genes que codificam proteinas inseticidas, disponivel em

http://www.btnomenclature.info. Os parametros avaliados incluiram a porcentagem de

identidade, o tamanho do alinhamento, a quantidade de mismatches e gaps, além do e-value e
bit score.

A fase aberta de leitura (ORFs - open reading frames) dos genes inseticidas
encontrados, assim como a quantidade de nucleotideos, aminoacidos e suas sequéncias, foi
obtida pelo ORFfinder (ROMBEL et al., 2002). Em seguida, foi realizado o alinhamento das
sequéncias de aminoacidos utilizando o programa Clustal Omega na plataforma UNIPROT
para avaliar as diferencas entre os aminoacidos e anotar os SNPs (polimorfismos de
nucleotideo Unico) (THE UNIPORT CONSORTIUM, 2021). Para avaliar caracteristicas
fisico-quimicas, como a massa da proteina (kDa), utilizou-se o programa ProtParam na
plataforma EXPASY (GASTEIGER et al., 2005).

6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1  Selecéo de cepas de Bacillus thuringiensis por bioensaios de mortalidade

A avaliacdo da mortalidade foi realizada através da observagdo da coloracdo escura,
aspecto seco e tamanho diminuto das lagartas. As cepas foram separadas quanto a sua
toxicidade em grupos (Tabela 2). Dentre as 80 cepas de Bt testadas, 11% das cepas testadas
(Grupo 1V) apenas nove apresentaram mortalidade superior a 75% em todas as espécies
testadas, destas, somente quatro foram selecionadas para os bioensaios posteriores (1074F,

1090G, 1139E e 1166C) por apresentarem mortalidade acima de 90% para as lagartas S.


http://www.btnomenclature.info/

frugiperda, S. cosmioides, S. eridania, C. includens e H. armigera, demonstrando grande
potencial para serem utilizadas em experimentos posteriores (Fig. 14).

Tabela 2. Grupos de cepas de Bacillus thuringiensis baseados na toxicidade contra
lepiddpteros-pragas Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania, Spodoptera
cosmioides, Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera.

Grupo Toxicidade contra insetos-praga em % de N° de cepas % de cepas
mortalidade
I 0-25 67 82,71
] 25,1 —50 3 3,7
Il 50,1 — 75 2 2,46
v 75,1 — 100 9 11,11

Tabela 3. Mortalidade média (%) de cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas em bioensaios
de seletividade em Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania, Spodoptera
cosmioides, Crisodeixis includens e Helicoverpa armigera.

Spodoptera Spodoptera  Spodoptera  Chrysodeixis  Helicoverpa

CEPA frugiperda eridania cosmioides includens armigera
1090G 95,31la 96,87 a 100 a 100 a 95,3la
1166C 93,75 a 95,31a 100 a 100 a 93,75 a
1139E 92,18 a 93,75a 100 a 100 a 93,75a
1074F 89,06 a 92,18 a 100 a 100 a 90,62 a
1660 875a 81,25 a 100 a 100 a 90,62 a
1110A 82,81 a 81,25 a 96,87 a 100 a 89,58 a
1181D 81,25a 78,12 a 95,31a 100 a 89,06 a
1124B 79,68 a 75 ab 84,37 a 100 a 79,68 a
1090C 79,68 a 73,43 ab 79,68 a 98,43 a 79,68 a
1092A 70,31 ab 65,62 b 78,12 a 89,06 a 76,56 ab
1099G 65,62 b 64,06 b 75 ab 84,37 a 59,37 b
1355 31,25¢ 28,12 ¢ 375¢ 50 b 31,25¢
1115C 26,56 ¢ 18,75¢ 21,87 ¢ 23,43 ¢ 26,56 ¢
1109G 26,56 ¢ 17,18 ¢ 14,06 ¢ 2343 ¢ 14,06 ¢
1725B 25¢ 14,06 ¢ 125¢ 20,31 ¢ 14,06 ¢
939F 25¢ 14,06 ¢ 125¢ 17,18 ¢ 14,06 ¢
1571A 18,75¢ 125¢c 125¢ 15,62 c 125¢
1130G 18,75¢ 125¢ 10,93 ¢ 125¢c 125¢
1415D 15,62 ¢ 125¢c 10,93 ¢ 125¢c 10,93 ¢
1395A 15,62 ¢ 125¢ 10,93 ¢ 10,93 ¢ 10,93 ¢
1121C 15,62 c 10,93 ¢ 10,93 ¢ 10,93 ¢ 10,93 ¢
1109F 125¢ 10,93 ¢ 9,37¢c 10,93 ¢ 9,37¢c
1756B 10,93 ¢ 10,93 ¢ 9,37¢c 9,37¢c 9,37¢c

1416L 10,93 c 9,37c 9,37c 9,37c 9,37c



Tabela 3. Mortalidade média (%) de cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas em
bioensaios de seletividade em Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania,
Spodoptera cosmioides, Crisodeixis includens e Helicoverpa armigera.

(Continua)
Spodoptera Spodoptera ~ Spodoptera  Chrysodeixis  Helicoverpa
CEPA frugiperda eridania cosmioides includens armigera
1674 9,37¢c 9,37¢ 9,37¢ 9,37¢c 9,37¢
1529E 9,37¢c 9,37¢ 9,37¢ 9,37¢c 9,37¢c
1440A 9,37¢c 9,37¢ 781c 9,37¢c 781c
1380B 9,37¢c 781c 6,25 ¢ 9,37¢C 781c
1124E 9,37¢c 781c 6,25 ¢ 9,37¢c 781c
1120F 9,37¢c 781c 6,25 ¢ 7,81c 6,25 ¢C
941FC 9,37¢c 781c 6,25 ¢ 781c 6,25 ¢
1755H 7,81c 781c 4,68 ¢ 7,81c 6,25 ¢C
1680C 7,81c 781c 468 c 6,25¢ 6,25 ¢
1581C 7,81c 6,25¢ 4,68 ¢ 6,25 C 6,25 ¢C
1386A 7,81c 6,25¢ 468 c 6,25¢ 6,25 ¢
1132A 781c 6,25¢ 4,68 ¢ 4,68c 6,25¢
1130E 7,81c 4,68c 468 ¢ 4,68 c 6,25 ¢
1124C 7,81c 4,68c 4,68 ¢ 4,68 ¢ 4,68 c
681 7,81c 4,68c 3,12c 4,68 c 4,68 ¢
5942 781c 3,12¢ 3,12¢ 3,12¢ 4,68 ¢
1715C 6,25¢ 1,56 ¢ 1,56 ¢ 0d 0d
1893C 6,25 C 1,56 ¢ 0d od 0d
1519A 6,25 C 1,56 ¢ 0d od 0d
1402D 6,25 ¢C 0od od 0d od
1373E 6,25¢ 0d 0d od 0d
1305A 6,25 ¢ 0d 0d 0d 0d
1120G 6,25¢ 0d 0d od 0d
1529E 4,68 ¢ 0od od 0d od
1440A 4,68c 0d 0d od 0d
1380B 3,12¢c 0d 0d od 0d
1124E 312¢ 0d 0d od 0d
1120F od 0od od 0d 0d
941FC 0d 0d 0d 0d 0d
1755H od 0od od 0d 0d
1680C 0d 0d 0d od 0d
1581C 0d 0d 0d od 0d
1625 0d 0d 0d od 0d
1675 0d 0d 0d od 0d
1672 0d 0d 0d 0d 0d
1651 0d 0d 0d od 0d
1604D 0d 0d 0d 0d 0d
1604C 0d 0d 0d od 0d
1604B 0d 0d 0d 0d 0d
1604A 0d 0d 0d od 0d

1583C 0d 0d 0d 0d 0d



Tabela 3. Mortalidade média (%) de cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas em
bioensaios de seletividade em Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania,
Spodoptera cosmioides, Crisodeixis includens e Helicoverpa armigera.

(Concluséo)
Spodoptera Spodoptera ~ Spodoptera  Chrysodeixis  Helicoverpa

CEPA frugiperda eridania cosmioides includens armigera
1564E 0d 0d 0d od 0d
1401B 0d 0d 0d od 0d
1387B 0d 0d 0d od 0d
1373D od od od od 0d
1297D1 od od od od 0d
1290G od od od od 0d
1290F od od od od 0d
806BA od od od od 0d
805DA od od od od 0d
1243)1 od od od od 0d
1243) od od od od 0d
1165E od od od od 0d
11101 od od od od 0d
845F od od od od 0d
718 od od od 0d 0d

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5%.

Das cepas testadas, 82,71% apresentaram baixa mortalidade (0 — 25%) contra 0s
insetos-praga testados, trés cepas (3,7%) apresentaram baixa toxicidade, causando
mortalidade de 25,1 — 50% e duas cepas (2,46%) foram moderadamente toxicas (50,1 — 75%)
(Tabela 2). Essa variacdo pode ocorrer devido a alta especificidade do modo de acdo do Bt
aos organismos alvos (GRANADO et al., 2001; FRANKENHUYZEN, 2009; MELO et al.,
2016; EL-GHANY et al., 2017; LEETACHEWA et al., 2018). A proporc¢éo de cepas com alta
toxicidade para diferentes espécies de insetos-praga € geralmente baixa, pela sua alta
especificidade para o controle de insetos-praga (APAYDIN, et al., 2003;
FRANKENHUYZEN, et al., 2009; VALICENTE et al., 2010, ABDELKEFI-MESRATI, et
al., 2011 AZZOUZ, et al., 2015; FERNANDEZ-CHAPA, et al., 2018; WANG, et al., 2018).

Os resultados demonstram que nove cepas apresentam alta atividade inseticida
(75 — 100% de mortalidade) contra as espécies de lepidopteros-praga testadas. A diferenca na
porcentagem de mortalidade das espécies pode ser devido a diferenca entre os receptores
especificos presentes no epitélio intestino médio dos insetos, uma vez que estes receptores séo
especificos para a funcionalidade das toxinas Bt, sendo essencial para sua atividade toxica
(BRAVO et al., 2007; PARDO-LOPEZ et al., 2013; WANG et al., 2018). Além disso, a

composi¢do do pH intestinal dos insetos, e a atividade do intestino médio podem afetar a



solubilizacdo ou o processamento proteolitico das toxinas Cry, levando a varia¢cBes na
suscetibilidade destas toxinas (ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011, TALAEI-
HASSANLOUI et al., 2013; DAQUILA et al., 2019).

As cepas de Bt sdo atraentes contra varias pragas de insetos devido as suas diversas
propriedades inseticidas, diversidade genética e potencial para controle bioldgico. Isolados de
Bt exibem um amplo espectro de atividade inseticida contra lepidopteros-praga, com algumas
cepas causando 100% de mortalidade larval em varias espécies (GOTHANDARAMAN et al.,
2022; KHURSHID et al., 2022; RANI et al., 2023). A producdo de endotoxinas como as
proteinas Cry pelas cepas Bt as torna eficazes contra diferentes ordens de insetos, incluindo
lepidopteros, dipteros e coleopteros (HASSAN et al., 2021). Além disso, a modificacdo
genética das cepas de Bt levou ao desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas
(culturas Bt) que reduzem a necessidade de pesticidas quimicos, beneficiando tanto os
agricultores quanto o meio ambiente. Essas proteinas Cry, como CrylAc, CrylF, Cry2Ab,
Cry3A e VIP3Aa sdo as principais toxinas inseticidas usadas em culturas Bt, como algodéo,
milho e soja, para o controle eficaz de pragas (KAUR, 2012; CARRIERE et al., 2015;
TETREAU et al., 2017; REN et al., 2021).

6.2  Bioensaios de producéo de pB-exotoxina e deteccédo do gene thuE atraves de PCR
As cepas de Bt 1074F, 1090G, 1139E e 1166C causaram mortalidade > 90% em
lagartas neonatas de S. frugiperda, S. eridania, S. cosmioides, C. includens e H. armigera
foram selecionadas para os bioensaios de avaliagdo de produgdo de B-exotoxinas.
A auséncia da producdo de B-exotoxina foi avaliada com base em bioensaios de
mortalidade e peso de lagartas vivas (Figura 14) (Tabela 3), quando comparadas as médias de
mortalidade e peso dos tratamentos, os resultados da cepa HD-125 (controle positivo).

Nenhuma das cepas avaliadas produziu p-exotoxina.



Tabela 3. Mortalidade e peso de lagartas de Spodoptera frugiperda, alimentadas com dieta
artificial contendo sobrenadante autoclavado de cepas de Bacillus thuringiensis
para avaliacdo da produgdo de B-exotoxina.

TRATAMENTO MORTALIDADE (%)* PESO (mg)*

HD-125 (+) 46,875 + 6,50b 0,53 +0,06¢
CONTROLE (-) 1,5625 + 1,56a 59,88 + 6,0ab
1074F 1,5625 + 1,56a 106,8 + 15,0a
1090C 1,5625 + 1,56a 83,08 + 5,0ab
1139E 1,5625 + 1,56a 102,15 + 6,0a
1166C 4,6875 *+ 1,5625a 88,84 + 4,0ab
1115C 6,2583 * 1,625a 263,1 +16,0a
1130G 6,2583 + 1,625a 262,7 +15,0a

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Figura 14. Lagartas de Spodoptera frugiperda com tamanho diminuto (A) e lagarta com

tamanho normal (B) em teste de B-exotoxina apds 8 dias de alimentac&o.
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Fonte: Agostini (2021)

Conforme as recomendacfes da OMS (Organizacdo Mundial da Saude), B-exotoxina
fica proibido para uso em formulagdes de Bt por ter acdo em mamiferos e insetos (como
inimigos naturais), serem termolabeis e persistentes no ambiente, apresentando um amplo
espectro de acdo (DE BARJAC & DEDONDER, 1965; FARKAS et al., 1976; LEVINSON et
al., 1990).

Para deteccdo destes tipos de B-exotoxina também foram realizados ensaios
moleculares visando a deteccdo do gene thuE. As cepas 1074F, 1090G, 1139E e 1166C nao



geraram produto de amplificagéo, confirmando os bioensaios anteriores de mortalidade e peso
de lagartas para a auséncia de produgdo de -exotoxina.

A presenca do gene thuE em isolados de Bt esta associada a sintese de P-
exotoxina do tipo I, os primers BEF/BER sdo especificos para o gene thuE servindo como
uma ferramenta de detec¢édo da producéo de B-exotoxina tipo I (SAUKA et al., 2014). Como a
utilizacdo de ensaios de PCR utilizando os primers BEF/BER sé amplificam em cepas que
apresentam [-exotoxina do tipo I, a utilizacdo de bioensaios de mortalidade e peso de lagartas

se torna primordialmente necessario, para deteccdo dos dois tipos de p-exotoxinas.

6.3  Sequenciamento gendmico

O sequenciamento genémico das cepas 1074F, 1090G, 1139E e 1166C foram
realizados no BGI - Hong Kong (Beijing Genomics Institute) através de plataforma NGS com
tecnologia DNBSEQ™, Foram obtidos 135 scaffolds resultando num cromossomo de
5.812.623 pb (1074F), 125 scaffolds num cromossomo de 5.783.457 pb (1090G), 135
scaffolds num cromossomo 5.784297 pb (1139E) e 132 scaffolds num cromossomo de
5.820.845 pb (1166C), com conteudo G+C > a 34% (Tabela 6). Foram obtidos valores de
phred > 30, demonstrando a qualidade dos dados obtidos, indicando a probabilidade de 1 base
em 1000 estar incorporada de forma incorreta (KEARSE et al., 2012). Esta € uma importante
etapa para a eliminagdo de sequéncias com baixa qualidade, sem comprometer as

informacdes.

Tabela 6. Anélise gerada por QUAST para montagem do genoma das cepas de Bacillus
thuringiensis 1074F, 1090G, 1139E e 1166C.

Parametros 1074F 1090G 1139E 1166C
Sequence size 5812623 5783457 5784297 5820845
Number of contigs 135 125 135 132
GC contente (%) 34.8 34.8 34.8 34.9
N50 value 327966 219809 331697 275758
L50value 6 5 4 6
Shortest contig size 78 78 78 78
Longest contig size 693970 1086937 1239083 693970
Median sequence size 227 248 227 253

Mean sequence size 43056.5 46267.7 42846.6 44097.3




6.4  Determinagdo dos genes que codificam proteinas inseticidas nas cepas 1074F,
1090G, 1139E e 1166C

O genoma das cepas de B. thuringiensis 1074F, 1090G, 1139E e 1166C foi utilizado
para busca por genes codificadores de proteinas inseticidas. Para isso, seu genoma foi
comparado com um banco local obtidos através de sequencias publicas contendo genes que
codificam proteinas inseticidas produzidas por B. thuringiensis. Apo6s avaliacdo da
porcentagem de identidade, o tamanho do alinhamento, a quantidade de mismatch, gaps, e-
value e bit score foram identificadas cinco sequéncias de genes que correspondem as
proteinas inseticidas Cry1lb, Cry1Da, Vip1Ca, Vip2Ac e Vip3Ag (Tabela 7)

Tabela 7. Genes codificadores de proteinas inseticidas identificados no genoma das cepas
1074F, 1090G, 1139E e 1166C de Bacillus thuringiensis através de Blastn.

Tamanho Alinhamento

Gene (pb) (pb) Identidade mismatches gaps e-value bit score
(%)
cryllb 2160 2160 96,71 71 0 0 3591
crylDa 3498 3500 92,31 265 4 0 4970
viplCa 2328 2328 99,82 5 0 0 4277
Vip2Ac 1389 1387 98,20 25 0 0 2423
vip3Ag 2361 2362 93,69 146 0 0 3535

O intestino dos insetos € uma barreira fisica e imunoldgica essencial na protecdo do
hospedeiro contra microrganismos patogénicos (HUANG et al., 2015). Estudos recentes
demonstram que o tecido epitelial do intestino médio desempenha um papel importante na
interacdo entre as bactérias enteropatogénicas e o hospedeiro, e é capaz de desencadear
respostas imunolégicas em caso de infeccdo por patdgenos ou por bactérias ndo patogénicas
(LI etal., 2020). No entanto, a resposta imune do hospedeiro pode afetar a atividade inseticida
das proteinas Cry e Vip, uma vez que estas toxinas agem no intestino médio dos insetos-alvo
(MARTINEZ-SOLIS et al., 2018; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2017). A presenca de
genes cry e vip que expressam proteinas pesticidas com diferentes modos de ag&o pode ajudar
a prevenir ou retardar o desenvolvimento de resisténcia nas populagbes de insetos-praga.
Dessa forma, é importante entender como a resposta imune do hospedeiro pode afetar a
eficacia dessas toxinas no controle de insetos-praga, a fim de desenvolver estratégias de

controle mais eficazes e sustentaveis.



Diversas cepas de B. thuringiensis apresentam mais de um gene codificando proteinas
inseticidas em seu plasmideo (GONCALVES et al., 2009; LI et al., 2017; REYAZ et al.,
2021). Inicialmente, as proteinas Cryl foram caracterizadas como toxicas para as ordens
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (TAILOR et al., 1992; CHOI et al., 2000; VALICENTE et
al., 2010; GALVIS & MORENO, 2018; JIN et al., 2021).

Vaérios estudos demonstraram que os genes cryllb e crylDa apresentam toxicidade
para diversas espécies de lagartas-praga, tais como S. frugiperda, S. exigua, Ostrinia
nubilalis, Chilo suppressalis, H. armigera, Phthorimae operculella, Plutella xylostella e
Symmetrischema tangolias (QUAN et al., 2013; HU et al., 2014; CHEN et al., 2017; LIU et
al., 2019). O gene cryllb é altamente eficaz contra H. armigera, S. exigua, entre outras
espécies de lagartas, apresentando uma mortalidade superior a 90% em seu controle (LIU et
al., 2019). Vale ressaltar que a proteina codificada pelo gene cryll ja foi relatada em
organismos geneticamente modificados.

Os genes cryl e cry2 sdo comumente encontrados em analises de sequenciamento
gendmico de Bt, conforme relatado em varios estudos (BEN-DQOV et al., 1997; BRAVO et
al., 1998; KIM, 2000; ZHANG et al., 2000; WANG et al., 2002, VALICENTE et 2010;
SINGH et al., 2021). Além disso, h& evidéncias de sinergismo e antagonismo entre as
proteinas Cryl e Vip3, que podem afetar a atividade inseticida dependendo da espécie de
inseto e proteina expressa. Estudos relatam que a piramidacdo desses genes em plantas
transgénicas pode ser favoravel, uma vez que 0s receptores das proteinas Vip ocupam
diferentes sitios dos receptores das proteinas Cry no epitélio do intestino médio dos insetos
(ESTRUCH et al., 1996; LEE et al., 2006; SENA et al., 2009; CHAKROUN et al., 2014;
QUAN et al., 2021). O sinergismo entre as proteinas Cryl e Vip3 foi observado em algumas
espécies de Spodoptera, como S. frugiperda, S. cosmioides e S. eridania, e pode ser explorado
para aumentar a eficacia do controle de insetos-praga.

Os genes vipl e vip2 estdo localizados no mesmo operon e codificam proteinas de 52
a 100 kDa. Essas toxinas sdo binarias e possuem dois componentes: A e B, sendo que o
componente A inclui a proteina Vip2, enquanto o componente B envolve a proteina Vipl
(MAAGD et al., 2003; BARTH et al., 2004). Vipl é uma proteina formadora de canal que
atua como componente de ligacao e translocacdo, enquanto Vip2 entra na célula causando a
toxicidade (BLAUSTEIN et al., 1989; SCHMIDT et al., 1994; KNAPP et al., 2002; GUPTA
et al.,, 2021). A Vip2 possui dominios distintos, sendo o dominio N-terminal (60 a 265
aminoacidos), o dominio C-terminal (266 a 461 aminoacidos) e um dominio de ligagdo NAD.

Embora os dominios da Vip2 apresentem uma menor homologia de sequéncia, a analise



estrutural por cristalografia revela a presenca de homologia estrutural entre eles (GUPTA et
al., 2021). Estudos de alinhamento de sequéncia demonstram que o N-terminal da Vipl
apresenta 75 a 91% de identidade, sendo considerado altamente conservado, enquanto o C-
terminal é considerado menos conservado, apresentando 23 a 35% de identidade (WARREN,
1997; SHI et. al., 2004; SHI et al., 2007; GENG et al., 2019). Os genes viplCa e vip2Ac
atuam em conjunto e sdo toxicos para varias espéecies de insetos-praga, incluindo S exigua, S.
frugiperda, H. armigera e H. zea, entre outras (CHEN et al., 2015; LIU et al., 2015; XIAO et
al., 2014; AN et al., 2017).

O modo de acéo das toxinas Vipl e Vip2 ainda ndo foi completamente compreendido
e requer mais estudos. Acredita-se que, mesmo sendo sintetizadas juntas, as proteinas nao se
associam e atingem o intestino médio do inseto como proteinas individuais. Apos a ingestéo,
ocorre o processamento proteolitico pelas proteases semelhantes a tripsina no intestino médio
do inseto, onde a Vipl se liga a receptores especificos no epitélio intestinal, seguido pela
formacdo de oligbmeros. Nessa fase, ocorre o0 ancoramento entre Vipl e Vip2, onde a Vip2
transloca seu componente toxico para o citoplasma (SELLAMI et al., 2016; OPARIN et al.,
2016; GENG et al., 2019; JIANG et al., 2022).

A proteina Vip3 é produzida e secretada durante a fase vegetativa de crescimento e 0s
genes homologos foram identificados em diferentes cepas de Bt. Muitas dessas proteinas
apresentam alta atividade toxica as espécies da ordem Lepidoptera. Vip3Aa foi a primeira
proteina a ser descrita e a maioria dos estudos sobre 0 modo de acdo das proteinas Vip3 foi
realizada com essa proteina. Varios trabalhos descrevem que seu modo de acdo € semelhante
ao das toxinas Cry, formando poros nas células epiteliais presentes no intestino médio dos
Lepidopteros (CHEN et al., 2022; DAHAL et al., 2022; ZHANG et al., 2022; L1 et al., 2023).
Sdo sintetizadas como pro-toxinas processadas por proteases no intestino médio das lagartas,
tomando assim sua forma ativa, que entdo se liga a receptores especificos presente no epitélio
do intestino médio (SENA et al., 2009; BULUSHOVA et al., 2011; CACCIA et al., 2014;
CHAKROUN et al., 2014; NUNEZ-RAMIREZ et al., 2020). Ap6s a ligacdo a proteina Vip3
induz a ruptura das células epiteliais do intestino médio formando assim o poro (YU et al.,
1997; LEE et al., 2003; LIU et al., 2011; ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011). As toxinas
Vip3 ndo compartilham os sitios de ligacdo com as proteinas Cry, complementando assim o
espectro de acdo das proteinas Cry, diminuindo também a chance de ocorrer resisténcia
cruzada entre elas (LEE et al., 2003; KURTZ, 2010; CHAKROUN et al., 2014; CHAKROUN
et al., 2016; PICKETT et al., 2017). O padrdo de digestdo visto nas proteinas Vip3Ag4 sdo
correlatos com os padrdes das proteinas Vip3 pela acéo da tripsina e 0s extratos presentes no



intestino dos insetos (LEE et al., 2003; ABDELKEFI-MESRATI et al., 2011; HAMADOU-
CHAREFlI et al., 2013; CACCIA et al., 2014; GUNEY et al., 2019; QUAN et al., 2021).

Embora o modo de acdo das proteinas Vip3 ainda ndo esteja completamente
resolvido, ha evidéncias de que elas se ligam a receptores especificos, formando poros no
epitélio do intestino médio, semelhante as proteinas Cry (LEE et al., 2003; SENA et al., 2009;
CHAKROUN et al., 2014; LAZARO-BERENGUER et al., 2022). Além disso, estudos
mostraram que as proteinas Cry também podem ativar diferentes vias intracelulares, levando a
morte celular apoptotica (SMOUSE et al., 1997; LOEB et al., 2000; ZHANG et al., 2006;
TANAKA et al., 2012; PORTUGAL et al., 2017).

A capacidade de produzir poros em suas celulas-alvo e de ativar diferentes vias
intracelulares também foi descrita para outras bactérias. A apoptose € um tipo especial e
altamente regulado de morte celular programada, que tem um papel fundamental em
processos bioldgicos como o desenvolvimento, homeostase tecidual, resposta a danos no
DNA e resposta imune (ELMORE, 2007).

Estudos recentes demonstraram que Vip3Aa pode induzir apoptose em células
cultivadas com SF9 (S. frugiperda), mediada pelas vias mitocondriais e dependentes de
caspase (JIANG et al., 2016). Além disso, Portugal et al., (2017) observaram que a atividade
de formacdo de poros das proteinas CrylA é necessaria para induzir a apoptose em células
cultivadas com CF1 (Choristoneura fumiferana), tornando as proteinas CrylA necessarias
para que as células entrem na via apoptética para Vip3. Essas descobertas sugerem que a acao
combinada de diferentes proteinas pode ter um efeito sinérgico no controle de pragas. Insetos
que sdo suscetiveis a Vip3ag incluem a S. frugiperda, S. exigua, H. armigera, P. xylostella e a
P. gossypiella (WANG et al., 2016; SANTOS et al., 2020). Estudos também demonstraram
que a Vip3ag é eficaz contra populacdes resistentes a outras toxinas produzidas por Bt
(ABDELKEFI et al., 2017; MAHROUBI et al., 2019), tornando-a uma ferramenta valiosa no

controle de pragas agricolas.

7. CONCLUSOES

As cepas de Bacillus thuringiensis 1074F, 1090G, 1139E e 1166C foram eficientes no
controle dos insetos-praga Spodoptera frugiperda, Spodoptera eridania, Spodoptera
cosmioides, Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera, apresentando mortalidade >
90%, com potencial utilizacdo no desenvolvimento de novos bioinseticidas. Tais cepas
compartilham cinco genes codificadores de proteinas inseticidas: Cryllb, CrylDa, ViplCa,
Vip2Ac, Vip3Ag.



Novos estudos devem ser realizados a fim de determinar a toxicidade de cada proteina
inseticida encontrada nos genomas das cepas de Bt para o controle de insetos-praga.
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