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RESUMO 

A broca da cana-de-açúcar ou broca da cabeça amarela Diatraea flavipennella (Box) 

(Lepidoptera: Crambidae), tem predominado nos canaviais nordestinos do Brasil nos últimos 

anos. Além do uso de parasitoides, é necessário buscar por novos métodos de controle que 

sejam eficazes e ecologicamente corretos. Atualmente as plantas transgênicas têm obtido 

grande destaque no cenário agrícola mundial, e é considerada uma alternativa viável e 

ambientalmente adequada para o controle de insetos, tanto as modificadas por genes de Bacillus 

thuringiensis (Berliner) que expressam proteínas Cry, quanto as modificadas por genes de 

plantas que expressam inibidores de proteinases. A caracterização bioquímica de proteases 

digestivas de D. flavipennella é fundamental para avaliar sua suscetibilidade frente a toxinas 

Cry e inibidores. A toxicidade da proteína Cry1Ac sobre as brocas da cana D. flavipennella e D. 

saccharalis (Fabr.) e as atividades das proteinases do intestino de D. flavipennella em 

diferentes pHs, temperaturas e inibidores foram testadas, além da atividade proteolítica das 

mesmas sobre Cry1Ac in vitro. No teste de toxicidade de Cry1Ac, o valor da CL50 para a 

população de D. flavipennella foi de 2.26 ng/cm
2
, enquanto para a população de D. saccharalis 

foi de 843,14 ng/cm
2
, mostrando-se 373 vezes mais tóxico para D. flavipennella do que para D. 
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saccharalis. Os resultados de caracterização proteolítica indicaram que as principais enzimas do 

tubo digestivo de D. flavipennella são as serino proteases do tipo tripsina, quimiotripsina e 

elastase, que atuam num pH ideal entre 9-10 e em temperatura ótima de 50°C. Os resultados da 

interação das proteases digestivas de D. flavipennella com a toxina Cry1Ac sugerem que as 

enzimas presentes no tubo digestivo podem atuar na ativação da toxina, mas não processam a 

toxina quando ativada. A toxina Cry1Ac de B. thuringiensis apresenta potencial para o 

desenvolvimento de plantas que expressem este gene para o controle de D. flavipennella. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Plantas transgênicas, proteases digestivas, broca da cana-de-

açúcar, toxina Bt, inibidor de proteases. 
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ABSTRACT 

The yellow head sugarcane borer Diatraea flavipennella (Box) (Lepidoptera: 

Crambidae) has prevailed in the sugarcane crops from northeastern Brazil in recent years. 

Besides the use of parasitoids, it is necessary to seek for new control methods that are effective 

and environmentally friendly. Currently, transgenic plants have achieved great prominence in 

the world agricultural scenario and are considered a viable and environmentally sound 

alternative for the control of insects, either modified by Bacillus thuringiensis (Berliner) genes 

expressing Cry proteins, or by plant genes expressing proteinases inhibitors. The biochemical 

characterization of digestive proteases from D. flavipennella is essential to assess their 

susceptibility to Cry toxins and inhibitors. The toxicity of Cry1Ac protein on the sugarcane 

borers D. flavipennella and D. saccharalis (Fabr.) and the activity of gut proteinases D. 

flavipennella in different pH, temperature and inhibitors were assessed in addition to the in 

vitro proteolytic activity towards the Cry1Ac toxin. In Cry1Ac toxicity test, the LC50 value for 

the population of D. flavipennella was 2.26 ng/cm
2
, while the population of D. saccharalis was 

843.14 ng/cm
2
, resulting in 373 times more toxic to D. flavipennella than to D. saccharalis. The 

results of the characterization indicated that the major proteolytic enzymes of the digestive tract 
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of D. flavipennella are the serine proteases trypsin, chymotrypsin and elastase, which act in an 

optimum pH of 9-10 and an optimum temperature of 50°C. The results from the interaction of 

D. flavipennella digestive proteases with the Cry1Ac toxin suggest that the enzymes present in 

its digestive tract may act on the activation the toxin, but did not process the active toxin. The 

B. thuringiensis Cry1Ac toxin shows potential as Cry1Ac-transformed plants expressing this 

gene to control the D. flavipennella. 

 

KEY WORDS: Transgenic plants, digestive proteases, sugarcane borer, toxin Bt, protease 

inhibitor. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

Introduzida no Brasil desde 1502, o cultivo da cana-de-açúcar é considerado de grande 

importância no âmbito socioeconômico, devido a sua matéria prima na produção de alimento e 

biocombustível (Mendonça 1996). Hoje o Brasil se apresenta como maior produtor de cana-de-

açúcar do mundo seguido da Índia, China, Tailândia, Paquistão, México, Colômbia, Filipinas e 

Indonésia (FAOSTAT 2015). 

Segundo levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB 2015), a safra de 

2014/2015 está estimada em aproximadamente 642 milhões de toneladas, das quais 281 milhões de 

toneladas serão destinadas para a fabricação de açúcar e 361 milhões de toneladas para a produção 

de etanol. Serão produzidos aproximadamente 36,36 milhões de toneladas de açúcar e 28,66 

bilhões de litros de etanol. 

Um dos fatores que limita a produtividade da cana-de-açúcar é a ocorrência de pragas. Entre 

elas, as de maior importância nos canaviais do Nordeste estão a broca gigante Telchin (Castnia) 

licus licus (Drury), a cigarrinha da raiz Mahanarva fimbriolata, a cigarrinha da folha Mahanarva 

posticata (Stal.), e as brocas Diatraea spp. (Mendonça 1996, Marques et al. 2008).  

A espécie Diatraea flavipennella (Box), conhecida como broca da cabeça amarela, é 

considerada uma das principais pragas da cana-de-açúcar do nordeste brasileiro (Garcia 2013), que 

provoca injúrias na cana semelhantes aos causados por Diatraea saccharalis (Fabr.) (Freitas et al. 

2007). Enquanto D. saccharalis se encontra distribuída em todo Brasil, D. flavipennella é restrita 

aos estados de Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, e no Norte e Nordeste do país 

(Mendonça et al. 1996, Pinto 2006). 
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As larvas de D. flavipennella e D. saccharalis provocam injúrias diretas devido ao seu hábito 

de broquear a cana jovem, provocando falhas na germinação causando a morte da gema apical, 

sintoma conhecido como “coração morto”. Quando a injúria ocorre na cana adulta provoca 

brotações laterais, enraizamento aéreo, atrofiamento dos entrenós e tombamento dos colmos 

brocados, reduzindo assim, a produção agrícola e industrial (Mendonça 1996). Também são 

consideráveis as injúrias indiretas, pois ao penetrar no colmo, as larvas formam galerias por onde 

penetram fungos que causam a podridão vermelha – Colletotrichum falcatum (Went) e Fusarium 

moniliforme (Sheldon). Estes fungos invertem a sacarose, diminuindo a pureza do caldo e o 

rendimento em açúcar, contribuindo para queda no rendimento industrial (Botelho & Macedo 

2002, Gallo et al. 2002). 

Levantamentos populacionais das espécies de Diatraea spp. realizados no estado de 

Pernambuco, no período de 1973 até 1986, mostraram um aumento na incidência da espécie D. 

flavipennella sobre D. saccharalis (IAA - PLANALSUCAR/CONOR 1973-1986). Em canaviais 

de Alagoas, Freitas et al. (2006), verificaram a predominância de D. flavipennella acima de 97%, 

em relação a D. saccharalis, e em canaviais de Pernambuco, Silva (2013) também verificou 

predominância da D. flavipennella de 99,15% sobre D. saccharalis. Com esses dados observa-se a 

grande importância do estudo desta praga, que devido a escassez de informações na literatura, 

produtores e agricultores podem tratá-la como sendo uma única espécie. 

O manejo integrado das Diatraea spp. vem sendo realizado, utilizando-se principalmente o 

controle biológico, sendo o parasitoide larval Cotesia flavipes (Cam), o mais utilizado como 

método de controle no Brasil e no mundo (Pinto et al. 2006) feito através de liberações inoculativas 

do parasitoide. O sucesso do controle depende do parasitoide encontrar uma planta infestada e, 

posteriormente, localizar o hospedeiro, que está no interior do colmo da planta (Potting et al. 

1997). Porém, com a grande expansão da área plantada da cultura, faz-se necessário um grande 
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número de inimigos naturais a serem produzidos em laboratórios e liberados em campo, além de 

mão-de-obra especializada para a produção em massa e monitoramento das populações nas grandes 

áreas afetadas (Gitahy et al. 2006).  

A utilização de inseticidas sintéticos para o controle da broca da cana-de-açúcar não é 

recomendada devido a forma de aplicação destes na lavoura, que torna difícil sua penetração no 

interior dos colmos onde as larvas provocam os maiores prejuízos, além dos danos ambientais 

provocados por eles (Gitahy et al. 2006). 

Devido a essas restrições e a necessidade de alternativas seguras, tem ocorrido um aumento 

no interesse de outros agentes biológicos, como a utilização de Bacillus thuringiensis (Berliner) 

para a produção de plantas geneticamente modificadas, através da introdução dos seus genes, 

codificadores das toxinas nos genomas dos vegetais, permitindo a expressão contínua das proteínas 

em todos os tecidos da planta (de Maagd et al. 1999, Gitahy et al. 2006), atingindo assim as larvas 

de Diatraea as quais se encontram no interior dos colmos durante a maior parte de seu 

desenvolvimento larval.  

B. thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, aeróbica facultativa, mesófila e 

quimioheterotrófica (Arantes et al. 2002). Encontrada naturalmente no solo, plantas, produtos 

estocados, insetos mortos e vivos (Villas-Bôas et al. 1998, Suzuki et al. 2004). Possui forma de 

bastonete, e é capaz de se movimentar devido à presença de flagelos peritríquios (Habib & 

Andrade 1998, Bobrowski et al. 2003). Quando em condições ambientais desfavoráveis, a divisão 

celular de B. thuringiensis é interrompida e inicia-se o ciclo de esporulação típico dos bacilos, 

gerando esporos. Simultaneamente ao processo de esporulação, ocorre a produção de uma inclusão 

cristalina, formada por polipeptídios denominados de δ-endotoxina ou proteínas Cry, que são 

característicos de cada variedade de B. thuringiensis, e apresentam atividade inseticida a larvas de 
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Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e outros insetos (Feitelson et al. 1992, Souza et al. 1999, de 

Maagd et al. 2003). 

As δ-endotoxinas tornam-se tóxicas a insetos, após sua ingestão e solubilização, no intestino 

médio das larvas (Bravo 1997), onde os cristais são dissolvidos em meio levemente ácido (ex., 

Coleopteros) ou alcalino (ex., Lepidopteros) e as protoxinas são liberadas. Proteases digestivas 

presentes no intestino dos insetos têm nesta etapa participação fundamental para ativação destas 

protoxinas, produzindo uma proteína ativada de menor tamanho (de Maagd et al. 2001). Depois de 

ser ativada pelas proteases, a toxina atravessa a matriz peritrófica e liga-se a receptores específicos 

presentes nas microvilosidades apicais das células epiteliais do intestino médio (Schnepf et al. 

1998). Após ligação com o receptor, este permite a toxina se inserir na membrana e formar poros 

que interferem no transporte de íons pela membrana das células, causando a lise do epitélio do 

intestino médio, interrompendo a osmoregularidade das células, e neutralizando o pH do lúmen, o 

que favorece a germinação dos esporos de Bt, finalizando com um quadro de septicemia e morte do 

inseto (Schnepf et al. 1998). 

Atualmente, mais de 700 genes de proteínas Cry foram sequenciados e classificados em 73 

grupos (cry 1- cry 73) nos últimos anos, a partir de diferentes cepas de B. thuringiensis (Crickmore 

et al. 2015). Para o controle de pragas da ordem Lepidoptera, as classes de proteínas Cry1 e Cry2 

têm sido usadas tanto em inseticidas biológicos quanto nas plantas transgênicas (Schnepf et al. 

1998, Ferré et al. 2008). 

As plantas transgênicas se apresentam como uma alternativa viável e ambientalmente 

adequada para o controle de insetos. (Castelhano 2014). Várias cultivares de milho-Bt são 

plantadas em todo o mundo e a maioria delas expressam a proteína Cry1Ab para o controle da D. 

saccharalis, Cry1Fa para o controle de Spodoptera spp. (Ferré et al. 2008), e Cry1Ac para 

Helicoverpa virescens (Fabr.) e Ostrinia nubilalis (Hübner) (Christou et al. 2006). A primeira 
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geração de cana-de-açúcar transgênica para o controle de D. saccharalis utilizou a toxina Cry1Ab 

de B. thuringiensis como proteína inseticida, e mostrou atividade larvicida significativa (Arencibia 

et al. 1997). Pesquisas desenvolvidas na COPERSUCAR modificaram geneticamente algumas 

plantas de cana-de-açúcar expressando o gene cry1Ab para o controle de D. saccharalis (Braga 

2001), e nos testes de campo obtiveram sucesso (Braga et al. 2003). Atualmente o estudo da cana-

de-açúcar geneticamente modificada é regulado através de algumas condições estabelecidas pelo 

Ministério da Ciência, Tecnologia e Inovação, porém algumas etapas ainda precisam ser vencidas 

até que o produto chegue ao mercado (Nova cana 2015). 

Além do uso das δ-endotoxinas de B. thuringiensis, alternativa para a obtenção de plantas 

transgênicas é a utilização de produtos do metabolismo vegetal, uma vez que os vegetais 

apresentam alguns mecanismos naturais de defesa como a produção de proteínas, que tem como 

alvo o sistema digestivo de seus predadores. Estas proteínas podem inibir enzimas fundamentais na 

digestão dos insetos (Lopes 1999). Mickel e Standish (1947) ao observar lagartas de Tribollium 

castaneum (H.) com um desenvolvimento anormal em produtos da soja propôs a possibilidade de 

atuação de inibidores de peptidases como uma defesa da planta ao ataque daquele inseto. A partir 

disso foram realizados alguns trabalhos investigando a possibilidade para outros insetos (Green & 

Ryan 1972; Lipke et al. 1954; Steffens et al. 1978). 

Os inibidores de proteases são proteínas ou pequenos polipeptídeos que podem interferir na 

digestão dos alimentos no intestino do inseto suficientemente para controla-los (Gholamzadeh et 

al. 2013). Estes inibidores podem se ligar a proteases digestivas do inseto prejudicando sua 

digestão e retardando o crescimento e desenvolvimento larval em algumas espécies de insetos, 

incluindo Lepidoptera (Gatehouse et al. 2000). 

Proteases digestivas são enzimas muito importantes no canal alimentar dos insetos que 

exercem papel fundamental no processo de quebra das moléculas dos alimentos, em moléculas 
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menores. Elas clivam as ligações peptídicas das proteínas para liberar os aminoácidos que serão 

absorvidos pelas células do epitélio do intestino médio do inseto. (Gholamzadeh et al. 2013, Terra 

& Ferreira 2009). As proteases estão divididas em dois grupos: as endopeptidases, quando 

hidrolisam ligações peptídicas internas e estão subdivididas em serino-proteases, cisteíno-

proteases, aspartato-proteases e malato-proteases; e as exopeptidases quando hidrolisam 

aminoácidos nas extremidades, que estão subdivididas em aminopeptidases e as carboxipeptidases 

(Terra & Ferreira 1994). 

Dentre as enzimas que se encontram nos lepidópteros, as serino proteases são responsáveis 

por 95% da atividade digestiva total (Srinivasan et al. 2006; Terra & Ferreira 1994). Serino 

proteases são proteinases que possuem uma serina e uma histidina em seu sítio alvo (Castelhano 

2014). Entre elas, as tripsinas, quimiotripsinas e elastases são responsáveis pela digestão inicial de 

proteínas no intestino de animais superiores (Garcia-Olmedo et al. 1987), como também 

participam no processo digestivo dos insetos, encontrando-se bem distribuídas (Castelhano 2014). 

Estes três tipos de serino proteases são diferenciadas com base em sua especificidade. 

As tripsinas são serino proteases que clivam os polipeptídeos na porção carboxílica dos 

aminoácidos básicos como lisina e arginina. São proteases comuns à maioria dos insetos e de 

fundamental importância para a digestão inicial de proteínas. Apresentam massa molecular entre 

20kDa e 35kDa e pH ótimo entre 8 e 10 (Terra & Ferreira 1994). Quimiotripsinas são serino 

proteases que clivam polipeptídeos na extremidade carboxílica de aminoácidos aromático 

(Castelhano 2014). Em geral, apresentam massa molecular entre 20 kDa e 30kDa, e pH ótimo entre 

8 e 10 e são bastante instáveis em pH ácido (Terra & Ferreira 1994). Elastases são serino proteases 

que clivam em sítios com aminoácidos neutros como alanina e glicina (Ryan 1990). 

Além de desempenharem papéis importantes no crescimento, desenvolvimento e reprodução 

dos insetos, observa-se que as proteases digestivas têm participação fundamental no modo de ação 
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das toxinas de Bt, sendo o seu conhecimento de grande relevância, pois qualquer mudança na 

fisiologia do inseto que afete alguma etapa do seu modo de ação pode evitar a toxicidade de Bt e/ou 

levar ao desenvolvimento de populações resistentes. Diante disto e da importância agrícola de D. 

flavipennella, considerando que esta espécie não apresenta nenhum trabalho ao nível bioquímico, 

os estudos da caracterização e identificação dos tipos de proteases digestivas de D. flavipennella 

mostram-se fundamental para o desenvolvimento de novos métodos de controle, por exemplo as 

canas Bt, e estudo da sua fisiologia. Portanto, o objetivo deste trabalho foi apresentar propriedades 

bioquímicas das proteases digestivas de D. flavipennella, os efeitos de inibidores sobre a atividade 

das enzimas, avaliar os efeitos da toxina Cry1Ac, comparando este com o efeito em D. saccharalis, 

e avaliar in vitro se há processamento proteolítico da toxina ativa depois da interação com 

proteínas do tubo digestivo de D. flavipennella. 
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CAPÍTULO 2 

CARACTERIZAÇÃO PROTEOLÍTICA DO CONTEÚDO DO MESÊNTERO E 

SUSCETIBILIDADE DE Diatraea flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) À 

TOXINA CRY1Ac
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RESUMO – O uso de plantas transgênicas vem sendo utilizado com sucesso no controle de vários 

insetos praga, sendo uma estratégia inovadora para o controle da broca da cana-de-açúcar 

Diatraea flavipennella (Box). Para isto, o estudo sobre sua suscetibilidade a toxinas Cry de 

Bacillus thuringiensis (Berliner), e sobre suas atividades intestinais faz-se necessário. A toxina 

Cry1Ac de Bt foi avaliada quanto a sua atividade inseticida contra D. flavipennella e D. 

saccharalis (Fabr.). Além disto, a atividade de proteinases do tubo digestivo de D. flavipennella e 

atividade proteolítica das mesmas sobre Cry1Ac foi testada in vitro em diferentes intervalos de 

tempo. No teste de toxicidade de Cry1Ac, o valor da CL50 para a população de D. flavipennella 

foi de 2.26 ng/cm
2 

de dieta, enquanto para a população de D. saccharalis foi de 843,14 ng/cm
2
, 

mostrando-se 373 vezes mais tóxico para D. flavipennella do que para D. saccharalis. Os 

resultados da atividade das proteinases indicaram que as principais enzimas do tubo digestivo de 

D. flavipennella são as serino proteases do tipo tripsina, quimiotripsina e elastase, que atuam num 

pH ideal entre 9-10, e numa temperatura ótima de 50°C. Dos resultados da interação das proteases 

digestivas de D. flavipennella com a toxina Cry1Ac, as proteases presentes no tubo digestivo 

atuaram na sua extra ativação, e não degradaram a toxina. Os resultados deste trabalho 

demonstram que a toxina Bt apresenta grande potencial para o desenvolvimento de plantas 

transgênicas expressando o gene cry1Ac para o controle de D. flavipennella. 

 

 

PALAVRAS-CHAVE: Proteases digestivas, broca da cana-de-açúcar, proteína Cry, lepidoptera 
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PROTEOLYTIC CHARACTERIZATION OF THE MIDGUT CONTENT AND 

SUSCEPTIBILITY OF Diatraea flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) THE 

TOXIN CRY1Ac 

 

ABSTRACT – The use of transgenic plants has been used successfully in the control of various 

insect pests, and may also be an innovative strategy for the control of sugarcane borer Diatraea 

flavipennella (Box). For this, the study of their susceptibility to Cry toxins from Bacillus 

thuringiensis (Berliner), and its proteolytic enzyme activities is necessary. The Bt Cry1Ac toxin 

was evaluated for its insecticidal activity against D. flavipennella and D. saccharalis (Fabr.). 

Moreover, the proteinase activity of the digestive content and D. flavipennella proteolytic activity 

towards Cry1Ac was tested in vitro in different time intervals. The LC50 value of Cry1Ac for the 

population of D. flavipennella was 2.26 ng / cm
2 

of diet surface, while the population of D. 

saccharalis was 843.14 ng / cm
2
, resulting in 373 times more toxic to D. flavipennella than to D. 

saccharalis. The results showed that proteinase activity key enzymes in the digestive tract D. 

flavipennella are the serine proteases trypsin, chymotrypsin and elastase that act on a pH optimum 

of 9-10 and a temperature optimum of 50 ° C. The results of the interaction of D. flavipennella 

digestive proteases with Cry1Ac toxin showed that proteases extra processed proteins present on 

the toxin preparation, preserving only a 62-65 kDa peptide (proteolytic resistant core), which did 

not degrade. The B. thuringiensis Cry1Ac toxin shows great potential as Cry1Ac-transformed 

plants expressing this gene to control the D. flavipennella. 

 

 

KEY WORDS: Digestive proteases, sugarcane borer, Cry protein, Lepidoptera 
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Introdução 

A cultura da cana-de-açúcar Saccharum officinarum (L.) é de grande importância econômica 

no Brasil por produzir alimentos e álcool combustível para a indústria automobilística e co-geração 

de energia (Silva 2013). Esta cultura abriga numerosas espécies de insetos, sendo que algumas 

delas, dependendo da época do ano e da região, podem ocasionar sérios prejuízos econômicos 

(Macedo & Botelho 1988, Marques et al. 2008). Dentre as pragas que infestam a cultura da cana-

de-açúcar, as larvas do gênero Diatraea spp. estão entre as principais nas Américas. A Diatraea 

flavipennella (Box), conhecida como broca da cabeça amarela, provoca injúrias na cana-de-açúcar 

semelhantes aos causados por Diatraea saccharalis (Fabr.) (Freitas et al. 2007), revertendo em 

danos que influenciam principalmente na produtividade e qualidade da cana-de-açúcar (Sandoval 

& Senô 2010). 

O Controle das Diatraea spp. vem sendo realizado, utilizando-se principalmente o controle 

biológico, sendo o parasitoide larval Cotesia flavipes (Cam), o mais utilizado como método de 

controle no Brasil e no mundo (Pinto et al. 2006). Porém, com a expansão da área plantada da 

cultura, faz-se necessário um grande número de inimigos naturais a serem produzidos, além de 

mão-de-obra especializada (Gitahy et al. 2006). Devido a essas restrições e a necessidade de 

alternativas seguras, tem ocorrido um aumento no interesse de outros agentes biológicos, como a 

utilização de Bacillus thuringiensis (Berliner) para a produção de plantas geneticamente 

modificadas (de Maagd et al. 1999, Gitahy et al. 2006). 

A expressão de genes de toxinas inseticidas Cry de B. thuringiensis (Bt) em plantas 

transgênicas é atualmente uma estratégia significativa e muito utilizada contra os insetos praga 

(Lomate & Hivrale 2013). O desenvolvimento de canas de açúcar transgênicas que expressem 

genes de toxinas pode ser uma alternativa para o controle de D. flavipennella, uma vez que passa a 

maior parte de sua fase larval dentro do colmo, dificultando o controle com inseticidas (Braga et al. 
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2003). Várias culturas-Bt encontram-se em plantios em todo mundo, como o milho-Bt que 

expressa o gene Cry1Ab para o controle da D. saccharalis, Cry1Ac para o controle de Ostrinia 

nubilalis (Lepidoptera: Crambidae) e Helicoverpa virescens (Lepidoptera: Noctuidae), e mais 

recentemente expressando Cry1Fa para o controle de Spodoptera spp. (Lepidoptera: Noctuidae) 

(Ferré et al. 2008, Christou et al. 2006). 

Além da expressão de genes de toxinas de Bt, genes de plantas que codificam inibidores 

enzimáticos também têm sido estudados com o objetivo de uso biotecnológico, incluindo o 

controle de insetos através da inibição de proteases digestivas. Trabalhos realizados com inibidores 

de peptidases de soja demonstraram distúrbios na fisiologia e retardo no desenvolvimento de D. 

saccharalis em função da ingestão desses inibidores expressos em plantas transgênicas de cana de 

açúcar (Falco & Silva-Filho 2003, Pompermayer et al. 2001). 

Para o controle de D. flavipennela através de plantas transgênicas, quer por genes de Bt ou 

por inibidores de proteases, faz-se necessário uma maior compreensão das funções intestinais e dos 

processos regulatórios da digestão deste inseto. As enzimas digestivas, tais como as enzimas 

proteolíticas desempenham papéis importantes no crescimento dos insetos, desenvolvimento e 

reprodução. Além disto, as proteases digestivas têm participação na solubilização, ativação e 

desativação da protoxina de B. thuringiensis (Lomate & Hivrale 2013, Li et al. 2004), o que faz seu 

estudo ser de grande importância, pois qualquer mudança na fisiologia do intestino do inseto que 

afete uma ou mais etapas do seu processo de modo de ação pode evitar a toxicidade e/ou levar ao 

desenvolvimento de populações resistentes (Li et al. 2004). 

Desta forma este trabalho teve como objetivo avaliar a suscetibilidade das espécies D. 

saccharalis e D. flavipennella à toxina Cry1Ac; caracterizar a atividade proteolítica do conteúdo 

intestinal de D. flavipennella, avaliando as propriedades bioquímicas das proteases digestivas 

presentes; avaliar os efeitos de inibidores sobre a atividade destas proteases; e avaliar in vitro se há 
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processamento proteolítico da toxina ativa depois da interação com as proteases do seu conteúdo 

intestinal. 

 

Material e Métodos 

 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Patologia de Insetos e no Laboratório de 

Interação Insetos-Tóxicos do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (UFRPE). 

Criação e Manutenção dos Insetos.  A criação de D. flavipennella foi mantida no Laboratório de 

Patologia de Insetos/UFRPE, onde as larvas foram alimentadas em dieta artificial de Hensley & 

Hammond (1968) modificada por Araújo (1985). As larvas a partir do 3º instar foram transferidas 

para caixas plásticas (30 x 18 x 04 cm) contendo blocos da dieta e ao atingirem o estágio de 

crisálida, as mesmas foram transferidas para recipientes plásticos (26 x 17 x 08 cm), contendo no 

fundo papel filtro mais algodão umedecido, até a emergência dos adultos. Os adultos foram 

confinados em gaiolas de PVC (21 x 15 cm), com o interior revestido com papel sulfite, como 

substrato para a postura, e adicionada solução glicosada a 10% para alimentação. Os ovos foram 

coletados diariamente, esterilizados com formol (3%) e sulfato de cobre (1%), e posteriormente 

armazenados em placas de Petri (15 x 02 cm) com pedaço de algodão umedecido, por 

aproximadamente sete dias. Após eclosão, as neonatas foram distribuídas em tubos de fundo chato 

contendo 20 mL de dieta. Os adultos foram mantidos a 22ºC ± 1ºC e 70 ± 10% de UR, enquanto 

as lagartas, crisálidas e ovos a 27ºC ± 1ºC e 70 ± 10% de UR, com fotoperíodo de 12h L: 12h E 

para ambos. 

Larvas de D. saccharalis foram utilizadas apenas para o efeito de toxicidade, como um 

comparativo de suscetibilidade entre as duas espécies. As larvas utilizadas nos ensaios foram 
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fornecidas pelo Laboratório de Produção de Cotesia flavipes da Associação dos Plantadores de 

Cana (ASPLAN– PB). 

Preparação da Toxina de Bt.  A toxina Cry1Ac foi gentilmente doada pelo Dr. Blair Siegfried 

(Universidade de Nebraska – Lincoln). Esta proteína foi incubada com a enzima tripsina bovina 

para ativação da mesma. Posteriormente, a toxina foi quantificada por Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA). O procedimento consistiu em usar o kit comercial de 

quantificação em placa PathoScreen® Kit (Agdia ®Inc., Elkhart, IN), que utiliza anticorpos 

contra Bt-Cry1Ac/Cry1Ab e peroxidase conjugada. 

Toxicidade em Diatraea flavipennella e Diatraea saccharalis.  Para os bioensaios com D. 

flavipennella e D. saccharalis, uma alíquota de 30 μL da toxina Cry1Ac de B. thuringiensis 

diluída em tampão PBST, foi aplicada uniformemente sobre a superfície da dieta artificial (1 mL 

de dieta/poço) previamente distribuídas em bandejas de bioensaios de 128 células (Bio-Serv 

Frenchtown, NJ). Após a evaporação do excesso de umidade, larvas neonatas de D. flavipennella 

e D. saccharalis foram acondicionadas individualmente e as bandejas fechadas com tampas 

transparentes e ventiladas (Bio-Serv Frenchtown, NJ). Sete concentrações foram usadas para os 

bioensaios, as mesmas determinadas a partir dos ensaios preliminares (utilizando concentrações 

de fator 2). Para acondicionamento do material, foi utilizada câmara incubadora (BOD), regulada 

para 25 ± 1 ºC, 70 ± 10% de UR e fotoperíodo de 12h L: 12h E. A testemunha consistiu do 

tampão PBST, que foi aplicado em volume equivalente aos lotes tratados. Três repetições foram 

realizadas e os tratamentos avaliados ao 7º e 15º dia após a aplicação da toxina. O critério de 

mortalidade foi baseado na ausência de locomoção das larvas após o toque com pincel de cerdas 

macias. 

Análises Estatísticas.  Os dados de concentração-mortalidade foram submetidos à análise de 

Probit a 5% (i.é, P >0,05) (Finney 1971), após a correção pela mortalidade do controle (Abbott 
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1925), usando POLO – PLUS 2.0 (LeOra-Software 2005). As respostas da toxina de B. 

thuringiensis testada nos bioensaios de concentração-mortalidade foram utilizadas para obtenção 

das inclinações das curvas e estimativas das CL50s e CL90s para D. flavipennella e D. saccharalis. 

A razão de tolerância a Cry1Ac foi calculada entre D. flavipennella e D. saccharalis pelo “teste 

da razão letal”, sendo considerados significativos quando o intervalo de confiança a 95% (IC) não 

incluiu o valor 1,0 (Robertson et al. 2007). 

Extração do Conteúdo Digestivo.  Larvas de 5° estágio de D. flavipennella foram resfriadas a 

0ºC por cerca de 5 minutos e dissecadas. Para cada amostra, foram utilizados 15 intestinos médio. 

Após a dissecação, os tubos digestivos foram imediatamente transferidos para tubos de 

microcentrífuga resfriados com capacidade para 1,5 mL contendo solução 0,15M de NaCl (1 tubo/ 

300μl) e centrifugados a 15.000g/4ºC por cinco minutos. Em seguida o sobrenadante contendo as 

proteinases foi cuidadosamente coletado e armazenado a -20ºC até o uso. A concentração de 

proteínas das amostras foi determinada pelo método do ácido bicinconínico (Smith et al. 1985) 

usando um kit de análise de proteínas (Pierce Co.). A curva padrão foi estabelecida usando 

albumina de soro bovino (BSA). A concentração protéica de cada amostra foi padronizada para 

0,25 mg/mL de proteína total, e diluída posteriormente se necessário. 

Determinação de pH Ótimo para Atividade Enzimática.  Para avaliar a atividade de serino 

proteases, substratos sintéticos específicos foram utilizados: N-α-benzoil-L-arginina ρ-nitroanilida 

(BaρNA) para tripsina e proteases cisteínicas, N-succinil-ala-ala-pro-phe-ρ-nitroanilida 

(SAAPFρNA) para quimiotripsina e N-succinil-ala-ala-pro-leu ρ-nitroanilida (SAAPLρNA) para 

elastase. Todos os substratos foram obtidos da Sigma (Sigma Co.) e utilizados a uma 

concentração final de 0,5 mM. As amostras foram diluídas 1:10 em diferentes tampões: 0,1 M 

ácido cítrico – citrato de sódio (pH 3-6); 0,1 M tris-HCl (pH 7-9); 0,1 M Glicina-NaOH (pH 10), 

todos contendo 20 mM de CaCl2. 50 μl das amostras diluídas nos diferentes tampões foram 
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adicionadas em poços de placa de microtitulação e em seguida foi adicionado 50 μL do substrato 

diluído no mesmo tampão para iniciar a reação. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e os 

brancos apropriados foram corrigidos em todos os casos. Depois de 5 minutos de incubação à 

temperatura de 30ºC, a absorbância foi aferida a 405 nm (comprimento de onda) utilizando um 

leitor de microplacas (Biotek®) e o software Gen 5®. 

Atividade proteolítica de Diatraea flavipennella em diferentes temperaturas.  Para avaliar a 

atividade de serino proteases em diferentes temperaturas, foram utilizados os mesmos substratos 

utilizados no ensaio anterior. 50 μL da amostra diluída apenas no tampão Tris-HCl pH=9 foi 

adicionada em poços de placa de microtitulação e em seguida foram adicionado 50 μL do 

substrato diluído no mesmo tampão para iniciar a reação. Foram avaliadas as temperaturas 0, 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C para cada reação, e incubadas por 5 minutos cada. A absorbância foi 

monitorada a 405 nm utilizando um leitor de microplacas (Biotek®) e o software Gen 5®. 

Inibição Enzimática.  O efeito de inibidores de proteinases sobre a atividade proteolítica do tubo 

digestivo foi avaliado. Os inibidores utilizados foram: Phenilmetilsulfonil fluoride (PMSF) para 

serino proteases; Ácido etileno-diamino tetracético (EDTA) para metalo-proteases; Tosil lisil 

clorometil cetona (TLCK) para tripsina e Tosil fenilalanil clorometil cetona (TPCK) para 

quimiotripsina. Os mesmos foram preparados em soluções aquosas (TLCK e EDTA), em etanol 

(TPCK) ou metanol (PMSF) nas concentrações de 10
-5

, 10
-4

, 10
-3

, 10
-2

, 10
-1

, 10
0
 e armazenados a -

20ºC. As incubações foram conduzidas no pH 9, com o inibidor pré-incubado com a enzima a 

30ºC por 30 minutos antes da adição do substrato, e após a adição do substrato o ensaio foi 

incubado por 5 minutos. A absorbância foi monitorada a 405 nm e a atividade inibitória foi 

mostrada como porcentagem residual quando comparada com o controle do teste. 

Interação das Enzimas Digestivas de Diatraea flavipennella com a Toxina Cry1Ac in vitro.  O 

processamento proteolítico da toxina Cry1Ac foi avaliado pela incubação de 1μg da toxina ativa 
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com proteínas digestivas de D. flavipennella (5μg de proteína total) em um volume final de 10μL 

em tampão Tris-Hcl (pH 9). As amostras foram incubadas a 30ºC por diferentes intervalos de 

tempo: 5, 10, 15, 30 e 60 minutos. As reações foram diluídas 2:1 com tampão Laemmli (Laemmli 

1970) e aquecidas à 95ºC por 5 minutos para parar a reação e desnaturar as proteínas. Uma 

alíquota de 30 μL de cada amostra foi submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida 

desnaturante (SDS-PAGE). Os experimentos foram conduzidos em aparato de eletroforese mini-

vertical usando gel separador de 8% de acrilamida. A corrida foi executada usando-se um sistema 

de tampão descontínuo Tris-glicina, a uma corrente constante de 30 mA por aproximadamente 40 

minutos. Os géis foram corados em solução de Coomassie Brilliant Blue R-250, álcool metílico e 

ácido acético. O peso molecular das proteínas foi determinado a partir da migração eletroforética 

do padrão. 

 

Resultados 

Toxicidade Os dados de concentração-mortalidade da proteína Cry1Ac se ajustou ao modelo de 

Probit (χ2 não significativo, P > 0,05). O valor da CL50 para a população de D. flavipennella foi 

de 2.26 ng/cm
2
, e para a população de D. saccharalis foi de 843,14 ng/cm

2 
(Tabela 1). Cry1Ac 

mostrou-se 373 vezes mais tóxico a D. flavipennella do que para D. saccharalis. 

Determinação de pH Ótimo para Atividade Enzimática. Na determinação do pH ótimo para as 

atividades de tripsina, quimiotripsina e elastase utilizando os substratos BAρNA, SAAPFρNA, e 

SAAPLρNA houve atividade a partir do pH 6 sendo a hidrólise máxima obtida no pH 10 (maior 

pH avaliado) (Fig. 1). 

Atividade Proteolítica em Diferentes Temperaturas. A atividade das serino proteases 

aumentou continuamente com o aumento da temperatura (0 a 80°C) atingindo um pico máximo 
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em torno de 50ºC para quimiotripsina e elastase, e 60°C para tripsina, decrescendo logo em 

seguida (Fig. 2). 

Inibição Enzimática A atividade de enzimas diante do substrato BAρNA foi totalmente inibida 

por TLCK na concentração de 10 mM (Fig. 3). Já a atividade contra o substrato SAAPFpNA foi 

totalmente inibida por PMSF na concentração de 10 mM (Fig. 4). A atividade contra o substrato 

SAAPLρNA foi inibida por TPCK, inibindo cerca de 60% da atividade e quase totalmente inibida 

por PMSF alcançando 90% de inibição na concentração de 10 mM (Fig. 5). 

Interação das Enzimas Digestivas de Diatraea flavipennella com a Toxina Cry1Ac in vitro. 

Em relação ao processamento da toxina Cry1Ac quando incubada com enzimas digestivas por 

diferentes intervalos de tempo, observou-se que a toxina aparentemente não sofreu alteração nos 

menores intervalos de tempo (5 – 15 minutos), começando a sofrer um pequeno processamento a 

partir do intervalo de 30 minutos, que aumentou no intervalo de 1h (Fig. 6). Todos os tempos de 

incubação e concentrações de enzimas usados apresentaram um padrão de bandas duplo no 

intervalo de 60-70 kDa, onde apenas uma delas corresponde a posição da toxina ativada de 

aproximadamente 65 kDa, semelhante ao encontrado na toxina ativada. A incubação de 1h 

completou a ativação proteolítica da pró-toxina a uma única banda correspondente à da toxina 

ativada com tripsina bovina. 

 

Discussão 

O controle das brocas Diatraea spp, ao longo dos anos tem sido conduzido através de 

controle biológico com parasitoides C. flavipes que conseguem localizá-las dentro do colmo. O 

sucesso desta tática está associado à liberação massal frequente de parasitoides, aumentando os 

custos. O uso de toxinas, particularmente de Bt, é uma ferramenta promissora, que uma vez 

expressa constitutivamente na cana de açúcar poderá controlar ao longo do cultivo a D. 
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flavipennella. No entanto, informações sobre a suscetibilidade desta espécie a toxinas de Bt é 

escasso ou inexistente. Aqui, esta espécie demonstrou uma alta suscetibilidade à toxina Cry1Ac 

comparada à sua espécie irmã, D. saccharalis. A suscetibilidade de D. flavipennella foi de 373 

vezes maior do que D. saccharalis. Isto sugere que esta toxina pode ser uma ferramenta importante 

para o manejo da espécie D. flavipennella, mas não tão eficaz no controle de D. saccharalis, que 

necessitaria de concentrações muito elevadas para obter sucesso no controle. 

Bioensaio semelhante a este foi realizado por De Macedo et al. (2012), com proteínas Cry 

individuais e larvas de D. saccharalis, onde observou-se que a CL50 das proteínas Cry1Aa, Cry1Ab 

e Cry1Ac foram 222, 327 e 610 ng/cm
2
 respectivamente. Pinheiro (2013) realizou bioensaios com 

as proteínas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac que mesmo utilizando altas doses (5000 ng/cm
2
), as 

proteínas não causaram mortalidade significativa em larvas de D. saccharalis. Bohorova et al. 

(1997) avaliaram a suscetibilidade das principais pragas do milho à diferentes proteínas Cry1, e 

verificaram que as proteínas Cry1Ab e Cry1Ac causaram baixa taxa de mortalidade sobre larvas de 

D. saccharalis e S. frugiperda. Menor suscetibilidade também foi observado em larvas de D. 

saccharalis à proteína inseticida Cry1Ab expressa no milho Bt MON810 comparadas às outras 

brocas do colmo O. nubilalis e Diatraea grandiosella (Huang et al. 2006, Wu et al. 2009). 

Ao contrário destes resultados, D. flavipennella foi susceptível a Cry1Ac. Trabalhos como 

este utilizando a espécie D. flavipennella são inexistentes, sendo este um trabalho inédito e de 

grande importância, uma vez que trata-se de duas espécies do mesmo gênero em que uma mostrou 

suscetibilidade e a outra tolerância a mesma toxina Cry1Ac. Este resultado sugere que uma mesma 

toxina pode apresentar atividade diferenciada em diferentes espécies, ou D. flavipennella e D. 

saccharalis apresentam suscetibilidade diferenciada, pois mesmo tratando-se de espécies do 

mesmo gênero, estas podem apresentar proteases ou receptores diferentes que podem ou não 

interagir com a toxina Cry1Ac. 
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Em relação aos resultados referentes a determinação de pH ótimo para atividade das enzimas 

do lúmen de D. flavipennella, foi observado possivelmente a presença de proteases cisteínicas, e de 

serino proteases do tipo tripsina, quimiotripsina e elastase. Os dados mostraram que o pH ideal 

para a atividade destas proteases está entre 9-10. No entanto, não foi avaliado pH acima de 10, e 

uma tendência de queda ou aumento não pode ser estabelecida. De acordo com Terra & Ferreira 

(1994), serino proteases digestivas de insetos geralmente apresentam atividade em ambientes com 

valores de pH entre 8 e 12. Resultados semelhantes foram relatados em outras larvas de 

lepidópteros como Parnassius Apollo Linnaeus (Lepidoptera: Papilionidae) com pH 9-10 

(Nakonieczny et al. 2007), Choreutis nemorana Hübner (Lepidoptera: Choreutidae) com pH 11 

para atividade proteolítica de tripsina (Gholamzadeh et al. 2013), O. nubilalis com pH 11,1 (Li et 

al. 2004). Em geral, as serino proteases são mais ativas em pH alcalino (9 a 11), condição 

encontrada no sistema digestivo de insetos da ordem Lepidoptera (Jamal et al. 2013). 

A temperatura é um outro fator que influencia a atividade proteolítica dos insetos. Proteases 

digestivas de D. flavipennella tem atividade dentro de uma ampla gama de temperaturas (0-80°C), 

apresentando atividade ótima para tripsina na temperatura de 60ºC, e para quimiotripsina e elastase 

a 50°C. Resultado semelhante a este foi encontrado por Gholamzadeh et al. (2013), para a 

caracterização de proteases intestinais de Choreutis nemorana, que obtiveram atividade ótima a 

45°C, Bernardi et al. (1996) que observaram uma atividade enzimática ótima na temperatura em 

torno de 53°C para O. nubilallis, e também Pereira et al. (2005) com atividade máxima de enzimas 

similar a tripsina do intestino de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) a 50°C. Todos 

estes resultados contradizem com outros demonstrados para a determinação de temperatura ótima 

para atividade proteolítica em lepidópteros, por exemplo em Spodoptera littoralis que mostrou 

atividade ótima para tripsina na temperatura de 30°C (Marchetti et al. 1998), e em Achaea janata 

(lepidoptera: Noctuidae) também com atividade ótima a 30°C (Budatha et al. 2008). De acordo 
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com Rodrigues (2004), a temperatura ótima para o desenvolvimento do inseto é próxima a 25°C, 

38°C é o seu limiar máximo, e acima de 52°C o inseto é levado a morte. Esta variação do ótimo de 

temperatura pode ser causada por condições fisiológicas e biológicas de cada inseto (Abraham et 

al. 1992). 

Em relação ao estudo de inibição de proteases, os resultados demonstraram que o conteúdo 

digestivo de D. flavipennella possui serino proteases do tipo tripsina, quimiotripsina e elastase. O 

substrato BApNA teve inibição significativa por TLCK, que é um inibidor de tripsina, inibindo 

90% da atividade a 1mM, e 100% da atividade quando a 10mM. Resultado semelhante foi 

encontrado por George et al. (2008) no trabalho de caracterização de proteases digestivas do 

intestino de Busseola fusca (Lepidoptera: Noctuidae), onde o substrato BApNA foi fortemente 

inibido por TLCK sugerindo a atividade de tripsina. A atividade de SAAPFpNA foi inibida por 

PMSF, que é um inibidor de serino proteases e que inibiu aproximadamente 85% da atividade a 

10mM. A baixa inibição por TPCK (cerca de 35%) pode demonstrar insensibilidade ou resistência 

da protease quimiotripsina a este inibidor. Dados semelhantes a este foram relatados por Özgür et 

al. (2009) em Helicoverpa armigera, que observaram inibição satisfatória com PMSF, e baixa 

inibição de TPCK utilizando o substrato SAAPFpNA. A hidrólise de SAAPLpNA por PMSF que 

inibiu 90% da atividade quando a 10mM, sugere a atividade de elastase no intestino de D. 

flavipennella. Este estudo demonstrou que os inibidores PMSF e TLCK causaram diminuição 

significativa na atividade das proteases, comparados aos outros inibidores, concluindo que as 

serino proteases tripsina, quimiotripsina e elastase, são as principais enzimas hidrolizantes no 

intestino de D. flavipennella. 

Dos resultados da interação das proteases digestivas de D. flavipennella com a toxina 

Cry1Ac ativada, foi observado que ocorreu um extra processamento da toxina gerando mais toxina 

ativada, e não ocorreu degradação o que mostra uma resistência da Cry1Ac ativada à proteolise por 
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proteases do intestino de D. flavipennella. O processamento da protoxina em toxina de subsp Bt. 

kurstaki estirpes HD-1 e HD-73(Cry1Ac) por proteases intestinais também tem sido relatado em 

outras espécies de lepidópteros como Bombix mori (Lepidoptera: Bombycidae), Spodoptera litura 

(Lepidoptera: Noctuidae) e Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) (Ogiwara et al. 1992). 

Outros trabalhos confirmam que proteinases de insetos como tripsina ou quimiotripsina podem 

hidrolisar protoxinas Bt, levando a sua ativação e não degradação (Tojo et al 1986, Milne & 

Kaplan 1993, Oppert et al. 1996, Martínez Ramírez & Real 1996, Carroll et al. 1997). 

A caracterização da atividade proteolítica em D. flavipennella foi um estudo prévio que 

servirá como base para outros, uma vez que não havia trabalhos neste nível com D. flavipennella, 

sendo este pioneiro. Este trabalho apresenta resultados positivos que podem ser utilizados na busca 

por novos tipos de controle biológico, como a utilização de cana transgênica expressando Cry1Ac 

para o controle de D. flavipennella.  
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Tabela 1. Suscetibilidade de Diatraea flavipennella e Diatraea saccharalis a toxina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis. 

Temperatura: 25 ± 1ºC; U.R.: 70 ± 10% e fotofase de 12 h. 

Espécie N
1
 Inclinação + EP

2
 CL50 (IC 95%)

3
 CL90 (IC 95%)

3
 χ

2
(GL)

4
 RT50 (IC 95%)

5
 

D. flavipennella 336 0,95 + 0,23 2,26 (0,12 - 6,89) 50,83 (26,78 - 94,01) 1,13 (5) 1 (0,2-5,1) 

D. saccharalis 336 2,27 + 0,35 843,14 (565,18 - 1098,46) 3098,68 (2383,87 - 4594,12) 4,99 (5) 373,4 (272,2 - 512,2)* 

1
 Número total de insetos testados.  

2
 Inclinação ± Erro padrão.  

3
 ng Cry1Ac/cm

2
 de área de dieta artificial. 

4
 Qui-quadrado e Grau de liberdade. 

5
 Razão de tolerância: Razão das estimativas da CL50 de Cry1Ac entre D. flavipennella e D. saccharalis, calculada através do método de Robertson et al. (2007). 

*Razão de tolerância significativa para a toxina Cry1Ac, uma vez que o intervalo de confiança não compreende o valor 1,0 
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Figura 1. Atividade de proteases do intestino de larvas de Diatraea flavipennella usando BApNA, 

SAAPFpNA e SAAPLpNA, em tampões de pH crescente de 3 a 10, e temperatura de 30°C  
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Figura 2. Atividade de proteases do intestino de larvas de Diatraea flavipennella usando BApNA, 

SAAPFpNA e SAAPLpNA, em tampão de pH 9 nas temperaturas de 0 a 80°C. 
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Figura 3. Efeito de inibidores de proteases sobre a hidrólise de BApNA pelas enzimas do tubo 

digestivo de Diatraea flavipennella. pH 9 e temperatura de 30°C. 
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Figura 4. Efeito de inibidores de proteases sobre a hidrólise de SAAPFpNA pelas enzimas do tubo 

digestivo de Diatraea flavipennella. pH 9 e temperatura de 30°C. 
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Figura 5. Efeito de inibidores de proteases sobre a hidrólise de SAAPLpNA pelas enzimas do 

tubo digestivo de Diatraea flavipennella. pH 9 e temperatura de 30°C. 
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Figura 6. Perfil eletroforético da ação das enzimas digestivas de Diatraea flavipennella sobre a 

toxina de Bt Cry1Ac após diferentes tempos de incubação. pH 9 e temperatura de 30°C. 
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