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ASPECTOS GERAIS

Bacillus thuringiensis é uma bactéria de ocorréncia cosmopolita (Krywunczyk e Fast, 1980),
sendo encontrada em todas as partes do mundo, em varios substratos como solo, agua,
superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e grdaos armazenados (Bravo et a/., 1998).
E uma bactéria gram-positiva e aerdbica, podendo facultativamente crescer em anaerobiose,
dentro da faixa de 10 a 40 °C. A atividade entomopatogénica desta bactéria se deve a presenca
de inclusdes protéicas cristalinas, produzidas durante a esporulacado. Esses cristais compostos
por proteinas denominadas endotoxinas ou proteinas cristal podem ser visualizados por

microscopia de contraste de fases (Figura 1) (Bravo et a/., 1998; Monnerat e Bravo, 2000).

FIGURA 1- MICROSCOPIA ELETRONICA DO CRISTAL PROTEICO DE BACILLUS THURINGIENSIS. SENDO:
CRY (CRISTAL); E (ESPORO) (AUMENTO DE 20.000 X).



Esta bactéria foi descrita em 1901, no Japao, pelo bacteriologista Ishiwata, que descobriu ser
ela a bactéria responsavel pela mortalidade de larvas do bicho-da-seda, Bombyx mori
(Lepidoptera: Bombycidae). Em 1911, Berliner, um microbiologista alemao, redescreveu a
mesma bactéria, isolada de larvas mortas de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae),
a traca da farinha, praga de graos armazenados e a chamou B. thuringiensis, em homenagem a
Thuringia, na Alemanha, onde foram coletadas as lagartas. Em 1915, este mesmo autor notou
presenca de inclusdes parasporais nas células de B. thuringiensis e em 1953, Hannay
trabalhando com esta espécie, sugeriu pela primeira vez que a patogenicidade podia estar
associada as inclusdes cristalinas formados nas células durante a esporulacdo. Em 1968, Angus
demonstrou que a hipétese de Hannay era valida.

A primeira formulacdo a base dessa bactéria, a Sporeine, foi produzida na Franga em 1938. Na
década de 50, inseticidas biolégicos a base de B. thuringiensis passaram a ser fabricados na
Russia, na Checoslovaquia, na Alemanha e nos Estados Unidos. Inicialmente, o produto, foi
utilizado somente para o controle de lepidépteros (borboletas e mariposas). Mais tarde,
principalmente a partir dos anos 1970, novas subespécies da bactéria se mostraram eficientes
contra insetos da Ordem Diptera, Coleoptera (Weiser, 1986; Edwards et al., 1988),
Himenoptera, Homoptera e Ortoptera (Feilteison, 1994). Também foi relatada toxicidade para
algumas espécies de nematodides, protozodrios e acaros (Edwards et al., 1988; Feilteison,
1994). Atualmente, estima-se que existam mais de 50.000 estirpes de Bacillus spp. em

colecoes espalhadas pelo mundo (Monnerat et al., 2001).

Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis

a-exotoxina

A a-exotoxina € uma toxina termolabil, solivel em agua, altamente tdxica a alguns insetos, através
da administracdo oral ou intra-hemocélica, mas também tdxica a ratos e outros vertebrados. Esta
toxina é encontrada no sobrenadante de algumas culturas, durante a fase logaritima de crescimento
de certas estirpes de B. thuringiensis, e atua causando degeneracéo e lise de hemdécitos (Krieg,
1971; Habib e Andrade, 1998; Hansen e Salamitou, 2000).

De acordo com Faust e Bulla Jr. (1982), a toxicidade desta toxina a vertebrados se deve ao fato dela
apresentar uma funcéo enzimatica citolitica ao atuar sobre os fosfolipidios que formam as
membranas de diversos tipos celulares, mas para que iSso ocorra precisa ser ministrada em altas
doses (Luthy e Ebersold, 1981). A a-exotoxina € uma enzima também conhecida por fosfolipase C,

lecitinase C ou fosfatidilcolina fosfohidrolase (Toumaneff, 1952; Faust e Bulla Jr., 1982).



B-exotoxina

Algumas variedades de B. thuringiensis podem produzir um outro tipo de toxina, conhecida por -
exotoxina, durante seu crescimento vegetativo. Esta denominacgéo foi sugerida em 1967 por
Heimpel, mas foi considerada inadequada para essa substancia devido a sua estrutura quimica. Em
substituicdo, o termo thuringiensina foi sugerido por varios autores (Kim e Huang, 1970; Pais e De
Barjac, 1974; Farkas et al., 1977).

Esta toxina é termoestavel em agua, ndo-protéica, altamente toxica para muitos insetos das ordens
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Himenoptera, Isoptera e Ortoptera e até para certos vertebrados
(Habib e Andrade, 1998).

A B-exotoxina é produzida durante a fase vegetativa de crescimento por algumas subespécies de B.
thuringiensis, podendo ser de dois tipos: a toxina do tipo | que é um analogo do ATP composta de
adenina, ribose, glicose e do acido fosfoalarico, com peso molecular de 701 daltons. Esta toxina,
através da inibig&o de nucleases, impede a biossintese de RNA das células afetadas. O efeito é
mais visivel durante as etapas criticas da metamorfose (ecdises e transformacgdes em pupas e
adultos) (Habib e Andrade, 1998). A toxina do tipo Il € um analogo do UTP e apresenta
entomopatogenicidade superior a toxina do tipo | principalmente para insetos da Ordem Coleoptera,
como para a espécie Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae) (Levison et al.,
1990).

E importante salientar que a utilizagéo da B-exotoxina € limitada e proibida em alguns paises, como
Estados Unidos e Canada, por ndo afetar apenas invertebrados, mas também vertebrados, em
funcado de seus efeitos tdxicos, como lesbes em tecidos, observados em camundongos (Sebesta e
Horska, 1968; De Barjac e Riou, 1969) e galinhas (Barker e Anderson, 1975 citado por Habib e
Andrade, 1998). Além disso, esta toxina também apresentou a¢cdo mutagéncia em sistemas

fisiolégicos de mamiferos (Meretoja et al., 1977 citado por Burges, 1981).

Vip3A

Em 1997, uma nova classe de proteinas entomocidas, a Vip 3A, foi identificada como sendo
secretada no sobrenadante de culturas de certas estirpes de B. thuringiensis em fase logaritima de
crescimento (Estruch et al., 1996; Yu et al., 1997) e de esporulagéo (Bravo et al., 1998, Monnerat e
Bravo, 2000). Essas proteotoxinas receberam o nome de “Vips” (do inglés vegetative insecticidal
proteins), tendo demonstrado acao sobre um espectro maior de espécies de insetos-praga quando
comparadas a muitas 3-endotoxinas (proteinas Cry), mas principalmente contra larvas de

lepidépteros (Loguercio et al., 2002).

Esta toxina tem uma massa molecular de 88,5 kDa, ndo apresenta homologia com as proteinas Cry
e Cyt, embora tenham apresentado atividade contra insetos poucos sensiveis a maioria das -
endotoxinas, como Agrotis ipsilon, S. frugiperda e Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)
(Bravo et al., 1998; Monnerat e Bravo, 2000).



A forma de acao das toxinas Vip € similar a das toxinas Cry, isto €, destruicao da funcéo digestiva
dos insetos-alvo, apesar dos tipos de receptores de membrana das células do intestino médio
parecerem ser de natureza distinta (Yu et al., 1997). As Vips sdo produzidas em etapas iniciais do
processo de crescimento das bactérias, antecipando assim, sua obtencéo. Essa foi uma descoberta
importante, pois atualmente, se aproveita a mistura de esporos e cristais obtida apds o cultivo de B.

thuringiensis e o seu sobrenadante (Monnerat e Bravo, 2000; Soberén e Bravo, 2002).

6-endotoxinas

As 3-endotoxinas, também denominadas proteinas Cry e Cyt, apresentam acao extremamente téxica
(Valadares-Inglis et al, 1998) para larvas de insetos das ordens: Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Himenoptera, Homoptera e Orthoptera. Também foi relatada toxicidade para algumas espécies das
ordens Nematoda, Protozoa e Acari (Weiser, 1986; Edwards et al., 1988, Feilteison, 1994).

As proteinas Cry individualmente apresentam um espectro de acdo, nhormalmente, restrito a uma
Ordem de insetos em particular (De Maagd et al., 2001). As proteinas conhecidas por 8-endotoxinas
recebem este nome devido a sua localiza¢&o intracelular e vém sendo utilizadas como inseticidas
biolégicos com sucesso ha muitos anos. A analise dos cristais por microscopia de contraste de fases
e do perfil eletroforético das proteinas Cry podem dar uma idéia inicial do espectro de acdo destas

proteinas (Valadares-Inglis et al., 1998).

A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar mais de um tipo de cristal. Os cristais
podem ser formados por diferentes d-endotoxinas, podendo haver casos em que cinco a seis toxinas
sdo encontradas. O peso molecular das 3-endotoxinas pode variar entre 13,6 e 142 kDa (Crickmore
et al., 2007).

As 3-endotoxinas sdo o principal componente inseticida das formulacdes atuais de B. thuringiensis,
sua constituicao é glicoproteica, representando normalmente 20-30% do peso seco das células
(Bulla et al., 1979; Benintende e Marquez, 1996).

O processo de formacéo desse cristal esta ligado & esporulagédo, uma vez que estudos de
cristalografia mostraram que o cristal é formado a partir do segundo estagio de esporulacdo e é
liberado no momento em que as células séo lisadas (Monnerat e Bravo, 2000). O cristal pode ser
bipiramidal, cubdide, romboide, ovdide, esférico ou, ainda, sem forma definida (Habib e Andrade,
1998).

De Barjac e Bonnefoi (1962) propuseram uma classificacao baseada em propriedades bioquimicas e
na sorotipagem baseada na aglutinagédo de antigenos flagelares (antigeno H) das células
vegetativas, um carater especifico e estavel, facilitando bastante a diferenciacao entre as varias
estirpes e proporcionando uma consideravel ordenagéo aos isolados de B. thuringiensis, que

passaram a ser agrupados em subespécies.

Entéo, Hofte e Whiteley (1989) apresentaram uma nomenclatura baseada nas sequiéncias de

aminodcidos e no espectro de acao das toxinas. Nesta classificagdo as toxinas Cry | apresentaram



atividade contra lepidépteros, Cry Il ativas contra lepidopteros e dipteros, Cry Il ativas contra
coleodpteros, Cry IV ativas contra dipteros e Cyt (associada a Cry V) que por nédo apresentar
homologia com as demais classes ou atividade especifica, foi reconhecida como uma classe a mais.
Com isso, rapidamente, percebeu-se que esta classificacdo ndo era adequada, pois se poderiam
encontrar toxinas que eram muitos semelhantes, mas com especificidades diferentes ou mesmo
toxinas com atividade dupla para larvas de coleépteros e lepiddpteros e que foram chamadas de Cry
V, criando uma grande confusdo na nomenclatura (Taylor et al., 1992; Soberén e Bravo, 2002).

Diante deste quadro, em 1994, foi criado um comité internacional que prop6s uma nomenclatura
baseada apenas nas seqiiéncias de aminoacidos. Nesta nova classificagdo os nUmeros romanos
foram substituidos por nUmeros arabicos e os parénteses removidos. Essas proteinas sédo
codificadas por mais de 400 genes cry ja seqienciados (Crickmore et al., 2007) e as proteinas Cry
estéo classificadas em 53 grupos Cry e diferentes subgrupos, além de dois grupos de toxinas Cyt,
em funcgdo do grau de similaridade de seus aminoacidos. A atualizag&o constante destes dados pode

ser visualizada via Internet no site: http://www.epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/.

Dentre as estirpes de B. thuringiensis, algumas apresentam um Unico gene codificador das proteinas
Cry. Outras estirpes apresentam cinco genes diferentes, como é o caso da subespécie aizawai HD-
137 e subespécie israelensis IPS-82. Esta Ultima apresentou cinco genes codificadores da -
endotoxina e um outro gene que codifica uma citolisina, todos localizados em um Unico plasmideo de
72kDa (Bourgouin et al., 1988). Existem algumas estirpes que chegam a apresentar seis ou oito
diferentes proteinas Cry.

As toxinas da familia Cryl tém 42 subgrupos representados por CrylAa,..., CrylLa (Crickmore et al.,
2007). Algumas destas proteinas sdo ativas contra insetos da Ordem Lepidoptera, como por
exemplo, as toxinas CrylAa, CrylJa e CrylFb téxicas a Agrotis ipsilon. No entanto, é importante
salientar que as proteinas CrylAa e CrylFb apenas controlaram larvas neonatas desta praga em
doses muito altas (Maagd et al., 2003) e foram isoladas de varias subespécies de B. thuringiensis
como subespécie kurstaki, aizawai, entomocidus, sotto e morrisoni, apresentando massa molecular
de 132 a 133 kDa. A proteina Cryl1Ab foi isolada de trés subespécies com massa molecular de 130
kDa (Crickmore et al., 2007).

A toxina CrylAc foi isolada de uma estirpe de B. thuringiensis, denominada L1-2, foi identificada
como téxica ao adulto da mosca tse ts€, Glossina morsitans morsitans e apresentou similaridade
com gene crylAc de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 (Omolo et al., 1997). Esta estirpe
apresentou toxicidade a Manduca sexta (Adang et al., 1985) e a larvas neonatas de A. ipsilon em
doses muito altas (Gilliand et al., 2002). A toxina Cry1Ad foi isolada de B. thuringiensis subsp.
aizawai e apresentou proteina de 133 kDa e toxicidade a larvas de lepidopteros. A toxina CrylAe foi
isolada de B. thuringiensis subsp. alesti e a toxina CrylAg de uma subespécie de B. thuringiensis
ainda néo identificada, ambas com massa molecular de 134kDa (Crickmore et al., 2007). A toxina
CrylAf apresentou toxicidade tanto a insetos da Ordem Diptera como da Ordem Coleoptera e
CrylAh e CrylAi foram isoladas de B. thuringiensis, porém nao ainda tiveram seu alvo determinado
(Crickmore et al., 2007).


http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/

A proteina Cry1B possui sete subgrupos, sendo a proteina CrylBa isolada de B. thuringiensis subsp.
kurstaki e de B. thuringiensis subsp. entomocidus, a proteina Cry1Bb téxica a larvas de lepiddpteros,

a CrylBc isolada de B. thuringiensis subsp. morrisoni,, a CrylBd isolada de Bacillus thuringiensis

subsp. wuhanensis e toxica a larvas de Plutella xylostella, todas com massa molecular de 140kDa,

CrylBe ativa contra lepidépteros com massa molecular de 139 kDa e as proteinas CrylBf e CrylBg

ainda néo tiveram seus alvos identificados (Crickmore et al., 2007).

As toxinas CrylCa e CrylCb apresentam atividade contra espécies de Spodoptera (Bravo et al.,
1998) e foram isoladas de B. thuringiensis subsp. aizawai e entomocidus, e galleriae, com massa
molecular 134 e 133 kDa, respectivamente (Crickmore et al., 2007). A toxina Cry1Ch apresentou
toxicidade a S. exigua e Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) (Kalman et al., 1993). Cry1Da foi
isolada de B. thuringiensis HD-68 e aizawai é ativa a larvas de Manduca sexta e S. exigua e
apresenta massa molecular de 132 kDa. Ja Cry1Db foi isolada de B. thuringiensis com massa
molecular de 131kDa (Hofte et al., 1990) e Cry1lDc ainda n&o teve seu alvo identificado (Crickmore et
al., 2007).

Algumas toxinas pertencentes a familia Cryl podem apresentar atividade dupla contra lepidopteros e
dipteros e contra lepidépteros e coledpteros, como é o caso das proteinas CrylCa e CrylBa
(Bradley et al., 1995), respectivamente. Ja a proteina CrylBa possui massa molecular de 140 kDa e
especificidade e atividade inseticida contra lepidopteros (Ostrinia nubilalis) e coledpteros
(Leptinotarsa decimlineata) (Tailor et al., 1992). Vale ressaltar que a proteina CrylCa também
apresenta atividade contra mosquitos, da mesma forma que a proteina CrylAb (Haider e Ellar, 1987;
Smith et al., 1996) e a proteina CrylAf (Crickmore et al., 2007).

Cita-se, a proteina CrylE que apresenta eficiéncia no controle de Spodoptera sp. (Loguercio et al.,
2001). CrylEa foi isolada de B. thuringiensis subsp. kenyae com massa molecular de 133 kDa e
CrylEb foi isolada de aizawai com massa molecular de 134 kDa, ambas toxicas a larvas de
lepidépteros (Crikmore et al., 2007).

A proteina CrylF é composta por dois subgrupos CrylFa e CrylFb que foram isolados de B.
thringiensis subsp. morrisoni e aizawai, e apresentaram massa molecular de 134 e 132 kDa
respectivamente (Crickmore et al., 2007). O cristal da toxina CrylF é toxico a larvas neonatas de
alguns insetos da Ordem Lepidoptera como, por exemplo, Ostrinia nubilalis e Spodoptera exigua
(Chambers et al., 1991).

As toxina CrylGa e CrylGb apresentaram massa molecular de 132 e 133 kDa. A toxina Cry1Gb foi
isolada de B. thuringiensis subsp. wuhanensis e apresentou toxicidade a larvas de Pieris rapae. E a

toxina CrylGc apresentou toxicidade a insetos da Ordem Lepidoptera (Crickmore et al., 2007).

A toxina CrylHa com massa molecular de 133 kDa e a toxina Cry1lHb isolada de B. thuringiensis
subsp. morrisoni com massa molecular de131 kDa ainda néo tiveram seus alvos determinados
(Crickmore et al., 2007).

Existem outras proteinas inseticidas como a Cryll que possuem seis toxinas em seu subgrupo:
Crylla, Cryllb, Crylic, Crylld, Crylle e Cryllf. A toxina Crylla foi isolada a partir de B. thuringiensis
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subsp. aizawai HD133 e de B. thuringiensis subsp. kurstaki, que codificam este gene a partir dos
primeiros estagios de esporulacdo (Masson et al., 2003). E toxica a insetos das ordens Lepidoptera e
Coleoptera, com massa molecular de 81 kDa. J& a toxina Cry1lb foi isolada de B. thutingiensis
subsp. entomocidus e apresenta patogenicidade a alguns insetos das ordens Coleoptera e
Lepidoptera, como P. xylostella. A toxina Crylld apresentou toxicidade as espécies P. xylostella e
Bombyx mori. As toxinas Cryllc e Crylle ainda ndo tiveram seus alvos identificados, a Cry1If
apresentou atividade contra lepiddpteros e todas estas toxinas apresentaram massa molecular de 81
kDa (Crickmore et al., 2007).

A toxina Cry1J possui quatro membros: CrylJa, CrylJb, CrylJc e CrylJd. Estas toxinas séo ativas a
insetos da Ordem Lepidoptera, porém larvas neonatas de A. ipsilon apresentaram uma menor
sobrevivéncia e redugdo no crescimento das larvas apenas em doses muito altas. A CrylJa e
CrylJb apresentaram massa molecular de 133 e 134 kDa, respectivamente. Ja a proteina CrylJd é

uma nova proteina inseticida (Crickmore et al., 2007).

A proteina CrylKa, considerada toxica a Artogeia rapae e ndo a P. xylostella, foi isolada de B.
thuringiensis subsp. morrisoni e apresentou massa molecular de 137 kDa (Kuo et al., 1995; Crikmore
et al., 2007).

A Ultima toxina da familia Cryl, a CrylLa também foi isolada como muitas outras a partir de B.

thuringiensis subsp. kurstaki (Crickmore et al., 2006).

A familia de proteinas do tipo Cry2 é formada por seis membros: Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac, Cry2Ad,
Cry2Ae e Cry2Af (Crickmore et al., 2007). Algumas das toxinas dessa familia foram isoladas da
subespécie kurstaki. A toxina do tipo Cry2Ab apresenta 89% de identidade com a Cry2Aa e é
altamente toxica contra Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae), Heliothis virescens
(Lepidoptera: Noctuidae) e T. ni e ndo apresentou toxicidade contra Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae). Portanto, a toxina do tipo Cry2 é produzida por estirpes de varias subespécies de B.
thuringiensis e apresenta alta atividade larvicida para lepidépteros e baixa para dipteros (Dankocsik
etal., 1990; Wu et al., 1991). Essas toxinas apresentam peso molecular de 65 kDa e formam cristais
cubdides (Hofte e Whiteley, 1989; Lereclus et al., 1989). Mais recentemente foi identificada a

proteina Cry2Af, mas ndo ha informacdes sobre o seu efeito inseticida até o momento.

A familia das proteinas Cry3 apresenta quatro integrantes: Cry3Aa, Cry3Ba, Cry3Bb e Cry3Ca.
Essas toxinas apresentam peso molecular de 73 a 75 kDa (Crickmore et al., 2007) e produzem
cristais rombdides. Krieg et al. (1983) descreveram a primeira estirpe codificadora de gene cry3.
Estas proteinas sao téxicas a insetos da Ordem Coleoptera, como por exemplo, Lepitnotarsa
decemlineata (Besouro da batata do Colorado) (Coleoptera: Chrisomelidae) (Donovan et al., 1988).
A toxina Cry3Ba foi isolada de B. thuringiensis subsp. tolworthi (Sick et al., 1990). A proteina Cry3Bb
€ ativa contra Diabrotica undecimpunctata (Coleoptera: Chrisomelidae) e a proteina Cry3Aa contra o
afideo da batata, Macrosiphum euphorbiae (Hemiptera: Aphididae). J& a proteina Cry3Ca foi isolada
de B. thuringiensis subsp. kurstaki e apresenta toxicidade contra L. decemlineata superior as que as

outras proteinas Cry3 apresentaram (Lambert et al., 1992).

11



A familia Cry4 apresenta duas proteinas Cry4Aa e Cry4Ba. Essas proteinas sdo ativas contra
dipteros. Os genes cry4A e cry4B foram isolados das estirpes de B. thuringiensis subsp. israelensis
e codificam proteinas de 135 e 128 kDa, respectivamente, e, além disso, formam cristais complexos
de forma ovoide (Hofte e Whiteley, 1989) ou composta (esférica ou retangular) (Lereclus et al.,
1989).

As proteinas da familia Cry5 sdo ativas contra nematéides, acaros e formigas e, ainda, mostram
atividade contra coledpteros e lepidépteros. A proteina Cry5Aa e Cry5Ab foram isoladas de B.
thuringiensis subsp. darmstadiensis e apresentam peso molecular de 152 e 142 kDa,
respectivamente (Crickmore et al., 2007). Ambas as toxinas sao ativas contra nematoides e acaros
(Monnerat e Bravo, 2000). Ja as proteinas Cry5Ac e Cry5Ba apresentam peso molecular de 135 e
140 kDa (Crickmore et al., 2007), respectivamente e séo eficazes contra himendpteros e coledpteros
(Monnerat e Bravo, 2000). A mais nova deste grupo é a proteina Cry5Ad sem detalhes sobre seu

efeito inseticida.

As toxinas da familia Cry6 apresentam atividade nematicida e sdo formadas por dois integrantes:
Cry6Aa e Cry6Ba (Crickmore et al., 2007).

A familia das proteinas Cry7 esté representada por quatro subgrupos: Cry7Aa, Cry7Ab, Cry7Ba e
Cry7Ca. A toxina Cry7Aa apresenta peso molecular de 129 kDa e atividade contra coledpteros e
lepidopteros (Lambert et al., 1992). A toxina Cry7Ab codifica uma proteina de 130 kDa, foi isolada de
B. thuringiensis subsp. dakota e é ativa contra coledpteros (Crickmore et al., 2007). J& as duas
Gltimas proteinas foram recentemente descritas e ainda ndo tiveram detalhes sobre seus efeitos

inseticidas publicados.

As toxinas da familia Cry8 séo doze: Cry8Aa, Cry8Ab, Cry8Ba, Cry8Bb, Cry8Bc, Cry8Ca, Cry8Da,
Cry8Db, Cry8Ea, Cry8Fa, Cry8Ga e Cry8Ha. As proteinas Cry8Aa e Cry8Ba foram isoladas de B.
thuringiensis subsp. kumamotoensis e codificam proteinas de 131 a 134 kDa (Crickmore et al.,
2007). A proteina Cry8Aa apresenta atividade dupla para coledpteros e afideos, e as proteinas
Cry8Ba, Cry8Bb e Cry8Bc apresentam atividade pesticida contra coledpteros (Crickmore et al.,
2007). A proteina Cry8Ca foi isolada de B. thuringiensis subsp. japonensis, apresentando atividade
contra um escarabeideo, Anomala cuprea (Coleoptera: Scarabaeidae) (Hori et al., 1994; Sato et al.,
1994), portanto é eficaz contra insetos da Ordem Coleoptera e apresenta peso molecular de 130
kDa. A proteina Cry8Da subespécie galleriae também apresentou atividade contra Anomala cuprea.
J& as proteinas Cry8Ab, Cry8Db, Cry8Ea, Cry8Fa, Cry8Ga, Cry8Ha nao tiveram até o momento seus

alvos divulgados, embora se saiba que elas sé@o codificadas por algum gene criptico.

A familia Cry9 é formada por dez integrantes: Cry9Aa, Cry9Ba, Cry9Bb, Cry9Ca, Cry9Da, Cry9DDb,
Cry9Ea, Cry9Eb, Cry9Ec, e Cry9Ed. As proteinas Cry9Aa e Cry9Ba foram isoladas de B.
thuringiensis subsp. galleriae, sendo que gene cry9Aa apresenta atividade contra Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae). A proteina Cry9Bb foi isolada de uma estirpe brasileira de B. thuringiensis
subsp. japonensis e a Cry9Ca foi isolada de B. thuringiensis subsp. tolworthi e é efetivo contra
Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae) e Choristoneura fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae), além

de ser efetiva contra membros das familias Sphingidae, Plutellidae e Noctuidae (Lambert et al.,
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1992; Jansens et al., 1997), a proteina Cry9Ea foi isolada de B. thuringiensis subsp. aizawai (Ben-
Dov et al., 1999) e todas apresentam peso molecular de 130 kDa. A proteina Cry9Da foi isolada de
B. thuringiensis subsp. japonensis e codifica uma proteina de 132 kDa (Wasano et al., 2001;
Crickmore et al., 2007) e é ativa contra escarabeideos da Ordem Coleoptera (Wasano e Ohba,
1998). A proteina Cry9Ec foi isolada de uma estirpe japonesa de B. thuringiensis, e 0 que se a
respeito desta e das proteinas Cry9Db, Cry9Eb e Cry9Ed é que séo proteinas inseticidas (Crickmore
et al., 2007).

A familia das proteinas Cry10 é constituida por apenas um subgrupo: Cryl0Aa. Esta toxina foi
isolada de B. thuringiensis subsp. israelensis e codifica uma proteina de 78 kDa, apresentando
atividade contra A. aegypti (Thorne et al., 1986; Crickmore et al., 2007). Da mesma forma que
Cry10Aa, a toxina do tipo Cryl1Aa, também, foi isolada a partir de B. thuringiensis subsp. israelensis
e codifica uma proteina de 72 kDa (Donovan et al., 1988). A proteina Cry11Ba foi isolada de B.
thuringiensis subsp. jegathesan e apresenta alta eficacia contra os mosquitos das espécies A.
aegypti, Culex pipiens e Anopheles stephensi (Diptera: Culicidae) (Delecluse et al., 1995). A
Cry11Bb foi isolada B. thuringiensis subsp. medellin e é altamente téxica as larvas de A. aegypti,
Anopheles albimanus e Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) (Orduz et al., 1998). Estas

proteinas apresentam peso molecular de 81 e 84 kDa, respectivamente (Crickmore et al., 2007).

Cryl2Aa é uma toxina com atividade dupla contra nematoides e acaros (Monnerat e Bravo, 2000)
com peso molecular de 142 kDa, enquanto Cryl3Aa é toxica apenas para nematoéides e apresenta
uma proteina de 88 kDa. A proteina Cryl4Aa foi isolada da estirpe B. thuringiensis subsp. sotto,
codifica uma proteina de 132 kDa (Crickmore et al., 2006) e € ativa contra dipteros e coleépteros
(Monnerat e Bravo, 2000).

A toxina da familia Cryl5Aa apresenta atividade especifica contra lepidépteros, codifica uma

proteina de 38 kDa e foi isolada da estirpe B. thuringiensis subsp thompsoni (Crickmore et al., 2007).

Ressalta-se, contudo, que nem todos os cristais sdo oriundos da mesma espécie de bactéria. Por
exemplo, as proteinas Cryl6 e Cryl7, cujos genes cryl6Aa e cryl7Aa foram isolados a partir da
estirpe CH18 da bactéria anaerébica Clostridium bifermentans subsp. malaysia, e ndo de uma
subespécie de B. thuringiensis. A proteina Cryl6Aa apresentou atividade contra trés insetos da
Ordem Diptera: A. aegypti, C. pipiens e A. stephensi, entretanto a proteina Cryl7Aa ndo apresentou
atividade significativa contra insetos da Ordem Diptera (Barloy et al, 1996, 1998). Estas toxinas

apresentaram peso molecular de 71 e 72 kDa, respectivamente (Crickmore et al., 2007).

As proteinas Cry18, do mesmo modo que as proteinas Cryl6 e Cryl7, ndo foram isoladas de
nenhuma estirpe de B. thuringiensis. As proteinas Cry18Aa, Cry18Ba e Cry18Ca foram isoladas do
cromossomo do patégeno obrigatério Bacillus poppiliae e apresentaram peso molecular de 79, 76 e
78 kDa, respectivamente (Crickmore et al., 2006). O gene cry18Aa codifica uma proteina com
atividade contra o coleéptero Melolontha melolontha L (Coleoptera: Scarabaeidae), que apresenta

40% de identidade com a proteina Cry2 de B. thuringiensis (Zhang et al., 1997).
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As proteinas Cry19 mostraram atividade contra dipteros e possuem dois integrantes: Cryl9Aa e
Cryl9Ba. Cry19Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp. jegathesan, com peso molecular de 75 kDa
(Rosso e Delecluse, 1997), enquanto a Cry19Ba foi isolada de B. thuringiensis subsp higo e
apresenta peso molecular de 78 kDa e apresenta atividade para C. pipiens e ndo para A. stephensi.
Além disso, possui 49% de identidade e 56% de similaridade com Cryl19Aa (Hwang et al., 1998).

Cry20Aa foi isolada da estirpe B. thuringiensis subsp. fukuokaensis e mostrou atividade contra os
dipteros A. aegypti e C. quinquefasciatus e codifica uma proteina de 86 kDa (Lee e Gill, 1997).
Cry21Aa possui massa molecular de 132 kDa. Esta toxina e a Cry21Ba séo eficazes contra
nematoides, enquanto Cry22Aa é eficaz contra himendpteros e apresenta peso molecular de 79kDa.
Ja as proteinas Cry22Ab e Cry22Ba apresentam toxicidade a insetos da Ordem Coleoptera.

As proteinas Cry23Aa e Cry24Aa sao formadas por genes cripticos. Este grupo é constituido por trés
membros: Cry24Aa, Cry24Ba e Cry24Ca. A Cry24Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp.
jegathesan (Crickmore et al., 2007), e Cry24Ba foi isolada de B. thuringiensis subsp. sotto, com
atividade mosquitocida (Ohgushi et al., 2005). Ja a proteina Cry24Ca nédo teve até o momento sua

atividade descrita.

A proteina do tipo Cry25Aa foi isolada da estirpe de B. thuringiensis subsp. jegathesan, é ativa
contra dipteros e apresenta peso molecular de 76 kDa (Crickmore et al., 2007). Cry26Aa e Cry28Aa
foram isoladas de B. thuringiensis subsp. finitimus e néo tiveram ainda sua atividade determinada
(Wojciechowska et al., 1999), com peso molecular de 131 e 126 kDa, respectivamente. Cry27Aa foi
isolada da estirpe de B. thuringiensis subsp. higo, apresenta atividade mosquitocida e peso
molecular de 94 kDa (Crickmore et al., 2007).

Cry29Aa e Cry30Aa foram isoladas da estirpe B. thuringiensis subsp. medellin e sdo eficazes contra
insetos da Ordem Diptera. A proteina Cry30Ba foi isolada de B. thuringiensis subsp. entomocidus e a
proteina Cry30Ca foi isolada de B. thuringiensis subsp. sotto e ambas apresentaram atividade
mosquitocida. A proteina Cry30Da que ainda nao teve sua atividade descrita. A proteina Cry31Aa é
ativa contra Leucemia e a proteina Cry31Ac foi descrita contra Cancer no Vietna. As proteinas
Cry31Ab, Cry32Aa, Cry32Ba, Cry32Ca, Cry32Da e Cry33Aa nao tiveram seus alvos determinados
até o momento. As proteinas Cry32Aa e Cry33Aa foram isoladas de B. thuringiensis subsp.
yunnanensis e subsp. dakota, respectivamente (Crickmore et al., 2007).

As proteinas da familia Cry34 apresentam quatro integrantes: Cry34Aa, Cry34Ab, Cry34Ac e
Cry34Ba, com peso molecular em torno de 13,6 kDa. J& as proteinas Cry35Aa, Cry35Ab, Cry35Ac e
Cry35Ba apresentam peso molecular de 43,8 kDa. As toxinas do grupo Cry34 e Cry35 mostraram-se
ativas contra o coledptero Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) (Ellis et al., 2002;
Crickmore et al., 2007).

As proteinas Cry36Aa e Cry38Aa sdo ativas contra insetos da Ordem Coleoptera. A proteina
Cry37Aa ainda nédo teve seu alvo determinado. As proteinas Cry39Aa, Cry40Aa e Cry40Ba foram
isoladas da estirpe de B. thuringiensis subsp. aizawai e apresentaram atividade mosquitocida. As

proteinas Cry41Aa e Cry41Ab apresentaram atividade citolitica em células de cancer humano, e
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Cry42Aa, Cry43Aa e Cry43Ba foram isoladas de Paenibacillus lentimorbus e promoveram atividade
inseticida contra Anomala cuprea (Crickmore et al., 2007).

A proteina Cry44Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp. entomocidus e apresenta atividade
mosquitocida. A proteina Cry45Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp. shandongiensis. A proteina
Cry46Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp. dakota e as proteinas Cry46Ab e Cry47Aa ainda ndo
tiveram sua atividade determinada (Crickmore et al., 2007). Cry48 e Cry49 foram isoladas de B.
sphaericus, séo tdxicas a mosquitos e tiveram sua atividade testada no laboratério de Bactérias
Entomopatogénicas da Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia de responsabilidade da

Doutora Rose Monnerat.

Ja proteina Cry50Aa que foi isolada de B. thuringiensis subsp. sotto, € uma proteina inseticida que
nao teve seu alvo determinado até o momento. Atualmente, ja foram descritas mais trés familias: as
proteinas Cry51Aa, Cry52A e Cry53Aa (Crickmore et al., 2007).

Além das proteinas Cry, existem as proteinas Cyt, que nao se relacionam estruturalmente com os
genes cry e receberam o nome de cyt devido a sua acao citolitica sobre os insetos-alvo. As
proteinas Cyt séo constituidas pelas familias Cytl e Cyt2. A familia Cytl possui quatro integrantes:
CytlAa, CytlAb, CytlBa e CytlCa, os quais foram isolados, respectivamente, de estirpes de B.
thuringiensis subsp. israelensis e subsp. morrisoni (Ward et al., 1988), subsp. medellin (Thiery et al.,
1997; Crickmore et al., 2006), subsp. neoleoensis e subsp. israelensis. As proteinas CytlAa, Cyt1Ab,

CytlBa apresentam peso molecular de 27 kDa (Crickmore et al., 2007).

A familia Cyt2 possui cinco integrantes: Cyt2Aa, Cyt2Ba, Cyt2Bb, Cyt2Bc e Cyt2Ca. As proteinas
Cyt2Aa e Cyt2Ba foram isoladas, respectivamente, das estirpes de B. thuringiensis subsp.
kyushuensis e subsp israelensis, no qual ambas apresentaram peso molecular de 29 kDa (Koni e
Ellar, 1993). A proteina Cyt2Bb foi isolada de B. thuringiensis subsp jegathesan e apresenta peso
molecular de 30 kDa (Cheong e Gill, 1997). Todas essas proteinas sdo ativas contra insetos da
Ordem Diptera. Com relacdo a Cyt2Bc pouco se sabe até o momento e seu alvo ainda nao foi
determinado. Finalmente, a Cyt2Ca apresenta atividade contra insetos da Ordem Coleoptera e

contra Ctenocephalides spp. (Siphonaptera: Pulicidae) (Crickmore et al., 2007).

Estrutura da 6-endotoxinas

Estudos cristalograficos indicaram que as toxinas Cry de B. thuringiensis, quando ativadas, possuem
uma estrutura tridimensional (Figura 2) que pode ser dividida em trés regides estruturais: uma regido
N-terminal, onde reside o dominio toxico da molécula, uma regido conservada C-terminal (Gill et al.,
1992; Porter et al., 1993), que poderia estar relacionada a manutencao da estrutura cristalina
(Lereclus et al., 1989; Cooper, 1994; Du e Nickerson, 1996), estando envolvida na formacao e
estabilidade das inclusdes protéicas cristalinas (Rabinovitch et al., 2000), e uma regido variavel entre
estas duas regifes, na qual se encontra a maioria das diferencas entre aminoacidos (Gill et al., 1992;
Porter et al., 1993). Portanto, esta regido poderia também estar ligada a manutenc¢éo da estrutura

cristalina (Lereclus et al., 1989; Du e Nickerson, 1996).
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Figura 2. Representacdo esquematica das estruturas das toxinas Cry1Aa, Cry2A e Cry3A (Adaptado de
Schnepf et al., 1998). O dominio | compreende sete a-hélices e estéa relacionado a formacao do poro.
Dominio Il esté relacionado com a ligacao a receptores de membrana. Este dominio é formado por trés
folhas B-antiparalelas ao redor de um cerne hidrofébico, terminando em algas no apice da molécula. O
dominio Ill corresponde a regidao C-terminal que consiste de duas folhas B-antiparalelas, formando um f3-
sanduiche e acredita-se que este dominio esteja fortemente envolvido com a estabilidade estrutural e a

ligacdo ao receptor.

Quando as seqliéncias de aminoacidos na fracao N-terminal das toxinas de B. thuringiensis foram
comparadas com diferentes especificidades inseticidas, foram encontradas cinco regioes altamente
conservadas, designadas de blocos 1-5, intercaladas com regides de seqiiéncias variadas (Hofte e

Whiteley, 1989; Lereclus et al., 1989).

Em 1991, a primeira estrutura cristalina da toxina Cry3A de B. thuringiensis foi determinada através de
técnicas de cristalografia de raios X. Esta proteina é formada por trés dominios estruturais (Li et al.,
1991). Em 1995, Grochulski e colaboradores determinaram a estrutura da toxina Cry1Aa, especifica para
lepidépteros. Tratava-se de uma molécula globular, composta por trés dominios distintos: o dominio |
consiste de um feixe de sete hélices antiparalelas, com a hélice central (a5) relativamente hidrofébica,
rodeada por hélices anfipaticas claramente equipadas para a formacao de poro nas células epiteliais do
intestino dos insetos (Li et a/., 1991); dominio Il, constituido por trés folhas B-antiparalelas e duas a-
hélices curtas, que conferem a especificidade de ligacdo aos receptores (Dean et al., 1996); e o dominio

lll, que consiste de um B-sanduiche, composto por duas folhas B-antiparalelas, altamente enoveladas,



contendo a regido C-terminal da maioria das proteinas. O dominio Ill estd fortemente envolvido na
estabilidade estrutural da molécula inteira, como também com a especificidade ou formacao do poro em
conjunto com o dominio | (Rukmini et al., 2000), uma vez que o intercAmbio do dominio lll com diferentes
toxinas causa mudanca de especificidade (Monnerat e Bravo, 2000). No entanto, é importante observar

que os resultados experimentais mostram que esta relacdo pode ser muito mais complexa.

A estrutura da proteina Cry1Aa é substancialmente similar a proteina Cry3A. Os cinco blocos de
seqliéncias conservados estdo localizados em um dominio estrutural ou nas interfaces dos dominios,
sugerindo que as outras toxinas possuem uma arquitetura globular similar (Van Rie, 2000; Valadares-Inglis

et al., 1998) e, portanto mecanismo de acdao semelhante (Monnerat e Bravo, 2000).

Modo de acdo das proteinas Cry

A maioria dos estudos sobre o modo de acdo das proteinas Cry foi realizada, principalmente, em insetos da

Ordem Lepidoptera (Knowles e Dow, 1993; Herrero, 2002).

Para que as proteinas Cry sejam efetivas, é necessario primeiramente que as larvas dos insetos suscetiveis
ingiram os esporos e cristais de B. thuringiensis. Momentos depois se iniciam os sintomas: perda do
apetite e o abandono do alimento, paralisia do intestino, vomito, diarréia, paralisia total e finalmente a
morte (Aronson et al., 1986). As larvas infectadas por B. thuringiensis perdem sua agilidade e o tegumento
adquire tonalidade de cor marrom-escura. Apds a morte, a larva apresenta cor negra caracteristica das

infeccOes provocadas por este microrganismo (Habib e Andrade, 1998; Soberén e Bravo, 2002).

O mecanismo de acao das proteinas Cry de B. thuringiensis envolve varios passos: solubilizagao do cristal,
processamento das toxinas, unido ao receptor, insercdao da membrana, agregacao, formacao do poro e

citélise. Todos estes passos serdo descritos a seguir.

Solubilizacdo e processamento das toxinas

Os cristais produzidos por B. thuringiensis ao serem ingeridos por larvas de insetos suscetiveis sdo
solubilizados no intestino médio, liberando uma ou mais proteinas chamadas de proteinas Cry ou 6-
endotoxinas. O intestino médio da maioria das larvas dos insetos-alvo apresenta um pH muito elevado, em
torno de 9,5, promovendo a dissolucdo da maioria das protoxinas de B. thuringiensis, provocando assim
lesGes no epitélio intestinal dos insetos sensiveis, em seu estagio larval (Knowles, 1994; Bobrowski et al.,
2003). A figura 3 mostra a representacdo esquematica das protoxinas Cry e seus sitios de clivagem por

proteases.
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FIGURA 3 — ESQUEMA DAS SEQUENCIAS DE PROTEINAS CRY E SEUS SITIOS DE CLIVAGEM PROTEOLITICA (BRAVO ET AL.,
2007).

As protoxinas para serem ativadas precisam ser processadas pelas proteases intestinais contidas no
intestino das larvas dos insetos, liberando os polipeptidios téxicos. Portanto, ao serem ativadas por
proteases intestinais, principalmente pelas tripsinas, as protoxinas perdem a porgdo C-terminal. Com a
retirada da porcdo C-terminal e em alguns casos, de parte da porgcdo N-terminal, ocorre a liberagcédo do

fragmento téxico (parte ativa) (Monnerat e Bravo, 2000; Rabinovitch et al., 2000; Bravo et al., 2004).

Para alguns insetos, a combinacao de proteinas proteoliticamente ativadas, possui um papel importante na
determinacao na especificidade aos insetos. Pode-se citar, por exemplo, o caso da toxina Cry1Ab da
linhagem B. thuringiensis subsp. aizawai que é tdxica para lepidépteros, como Pierris brassicae
(Lepidoptera: Pyralidae), quando processada com tripsina e téxica para dipteros, como por exemplo, A.

aegypti quando tratada com suco géastrico desse mosquito (Haider e Ellar, 1989).

Nao ha informacdes suficientes sobre quais os tipos de enzimas que estao envolvidas no processamento
das toxinas (Monnerat e Bravo, 2000). Entretanto, Terra e Ferreira (1994) mostraram que a principal
protease digestiva de lepidépteros e dipteros é a do tipo serinoprotease. Rabinovitch et a/. (2000)
detectaram, no intestino médio de larvas de mosquitos, proteases como a tripsina e a quimiotripsina. Dai e
Gill (1993) sugerem que as principais proteases envolvidas sejam as enzimas do tipo tripsina,
quimiotripsina e termolisina, devido ao sequenciamento da extremidade N-terminal dos fragmentos téxicos
das toxinas Cry1, Cry2 e Cry4. Para a Ordem Coleoptera, Thie e Houseman (1990) afirmaram que a
principal protease envolvida no processamento das toxinas é a do tipo cisteino-protease e, também, é
possivel que esta seja a enzima digestiva envolvida no processamento das proteinas Cry3. Mais tarde,
estudos mostraram que a aspartina € uma outra enzima envolvida no processamento das toxinas de B.

thuringiensis (Terra e Ferreira, 1994).

Unido ao receptor

Foi demonstrado que as proteinas Cry, apds serem ativadas por proteases do intestino médio, ligam-se a

receptores especificos localizados nas microvilosidades apicais das membranas das células colunares do
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intestino dos insetos suscetiveis: lepidépteros (Hoffmann et al., 1988), coledpteros (Bravo et al., 1992) e

dipteros (H6fte e Whiteley, 1989; Ravoahangimalala et a/., 1993).

A uniao a estes sitios € uma etapa determinante da especificidade a d-endotoxinas, motivo pelo quais
diversos grupos de pesquisa tém-se dedicado ao entendimento desse processo (Monnerat e Bravo, 2000).
A maior parte dos estudos tem sido com larvas de lepidépteros e toxinas do tipo Cry1 (Pietrantonio e Gill,
1996), mas existem alguns estudos, também, com a toxina Cry3A e com larvas do coledptero Tenebrio
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (Belfiore et al., 1994) e com as toxinas cry4Ba e Cry11Aa com larvas

de dipteros (A. aegypti) (Soberén et al., 2007).

A cinética de unido das toxinas Cry as vesiculas da membrana da microvilosidade apical dos insetos
suscetiveis é bifasica, composta de um passo reversivel e outro irreversivel (Hoffman et a/., 1988; Van Rie
et al., 1989). O primeiro passo envolve a interacdo entre a toxina e seu sitio de unido (unido reversivel),
que é um requisito basico para que ocorra toxicidade, mas nao suficiente (Schenpf et al., 1998). No
entanto, a unido irreversivel a receptores especificos e a insercdao na membrana parecem estar mais ligadas

com a toxicidade (Van Rie et a/., 1989; Monnerat e Bravo, 2000).

As regides da toxina que interagem com o receptor se localizam nos dominios Il e Ill. Estas regides foram
identificadas por meio de anéalises de mutantes sitios dirigidos. Foi determinado que as quatro regides
proeminentes nesta interacao sao: a alca da a-hélice 7 e as alcas (entre b2 e b3), 2 (entre b6 e b7) e 3

(entre b10 e b11) (Monnerat e Bravo, 2000).

A funcao de cada uma destas regioes pode ser diferente nos distintos insetos suscetiveis. Por exemplo, os
residuos que formam a alca da a-hélice 7 de Cry1Ab sao importantes para a interacao inicial com o
receptor em L. dispar. No entanto, este mesmo mutante, ndo apresenta nenhuma alteracao na uniao |
importante em outras espécies de insetos sensiveis como Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) e H.

virescens (Monnerat e Bravo, 2000).

Algumas mutacdes afetam a etapa inicial de interacdo com o receptor (unido reversivel) produzindo
proteinas com menor afinidade e menor toxicidade (Monnerat e Bravo, 2000). Pode-se citar como exemplo,
o caso das mutacoOes na alca 1 da toxina Cry3A, que perde sua habilidade para unir ao receptor e sua

toxicidade a T. molitor (Dean et al., 1996).

Outras mutacdes causam mudancas na segunda etapa de interacdo com o receptor (na unido irreversivel)
conduzindo a uma baixa toxicidade. Esse é o caso das mutacdes na alca 1 da toxina Cry1Ac, onde o
aminoacido G312 participa na interacdo com o receptor em M. sexta (Von Tersch et al., 1994). Outros
exemplos sdo os mutantes nos quais se eliminaram a regido 371fnigi375 da alca 2, assim como as
modificacdes pontuais (F371A e G374A) que perderam cerca de 400 vezes sua poténcia contra M. sexta,
mas nao mostraram mudancas significativas no pardmetro de unido e sim, na unido irreversivel com o

receptor (Rajamohan et a/l., 1995).

De acordo com Monnerat e Bravo (2000), a mutagénese do dominio Il tem gerado melhores parametros de
unido e estes por sua vez apresentaram maior toxicidade. Um exemplo disto é o caso da toxina Cry1Ab

N372A-A282G-L283S. Este mutante apresentou uma afinidade 18 vezes maior e passou a ser 36 vezes
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mais téxico que a toxina silvestre contra L. dispar (Rajamohan et al., 1996). Este dado demonstra que é
possivel haver toxinas mais efetivas, que possibilitam um aumento do espectro de acdo das toxinas Cry
através de mutagénese, o qual tem um grande impacto biotecnolégico para a producao de melhores

bioinseticidas (Soberén e Bravo, 2002).

O dominio Il também participa da determinacao da especificidade (Caramori et al., 1991). A construcao de
proteinas quiméricas entre Cry1C e Cry1Ea mostrou que o dominio lll da primeira é determinante para a
especificidade a S. exigua e Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) (Bosch et al., 1994; De Maagd
et al., 1996). Inclusive, a troca entre as proteinas Cry1Ab e Cry1Ac resultou numa proteina 10 vezes mais

téxica para S. exigua (De Maagd et al., 1996) que a toxina Cry1C.

Prioridade tem sido dada a identificagao, purificacdo e caracterizacdo do receptor das proteinas Cry na
microvilosidade apical das células colunares do intestino médio dos insetos suscetiveis. Foi demonstrado
que para a maioria das proteinas Cry1 estudadas, as moléculas que se unem com maior afinidade sao
glicoproteinas entre 63 e 220 kDa (Haider e Ellar, 1987; Oddou et a/., 1991,1993; Garczynski et al.,
1991; Indrasith e Hori, 1992). Em 1995, Liang et al. propuseram que a interagcao inicial existente entre a
toxina e o carboidrato do receptor, mostra que a uniao irreversivel estad associada com uma interacao

proteina-proteina.

Este tipo de estudo é ainda incipiente para o caso de coledpteros e dipteros. Belfiore (1994) determinou
que no coledptero 7. molitor, a molécula de unido é uma proteina de 144 kDa. Feldmann et a/. (1995)
identificaram uma banda de 148 kDa e outra de 78 kDa como as proteinas de unido da toxina Cry11Aa

nas vesiculas dos mosquitos A. stephensi e Tipula oleraca (Diptera: Tipulidae), respectivamente.

As proteinas de unido para as toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1C sdo membros da familia das
aminopeptidases do tipo N com peso molecular em torno de 120 kDa. Para a toxina Cry1Ab em M. sexta,
foi encontrado que esta toxina além de se unir a um membro da familia das caderinas com massa
molecular de 210 kDa, une-se também a uma aminopeptidase N com massa molecular de 106 e 120 kDa

(Vadlamudi et a/., 1995; Denolf et al., 1997).

Em geral, quatro receptores protéicos (Figura 4) tém sido descritos como possiveis moléculas para ligacao
das proteinas Cry aos intestinos dos insetos susceptiveis: uma proteina do tipo caderina (CADR), uma
aminopeptidase-N ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (APN), uma fosfatase alcalina ancorada a
glicosilfosfatidil-inositol (GPI), e um glicoconjugado de 270 kDa (Gémez et al., 2007; Bravo et al, 2007).
Outros experimentos tém mostrado que glicolipideos também podem estar envolvidos como moléculas

receptoras em alguns insetos e nematdides (Gémez et a/.2007).
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Figura 4 — Receptores Moleculares da proteina Cry1A. CADR, receptor caderina; APN, receptor
aminopeptidase-N; ALP, receptor fosfatase alcalina; GCR, receptor glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et

al., 2007).

As proteinas caderinas representam uma grande familia de glicoproteinas responséveis pelo contato
intercelular. S&o proteinas transmembranas com um dominio citoplasmatico e um ectodominio extracelular com
vérias repeti¢des de caderinas, no caso do receptor Bt-R;, as repeticdes de caderinas, sdo em nimero de 12
(Vadimudi et al., 1995). Chen et al. (2005) demonstraram em seus trabalhos que a CADR de Manduca sexta

esta localizada nas microvilosidades das células do intestino médio da lagarta.

As aminopeptidases N sdo exopeptidases ancoradas a GPl. As aminopeptidases de varios grupos de insetos
lepiddpteros foram classificadas dentro de quatro grupos: aminopeptidase 1, aminopeptidase 2, aminopeptidase
3 e aminopeptidase 4. Vérios estudos tém demonstrado que aminopeptidases 1 esté relacionada com a
proteina CrylAc (Gill e Ellar, 2002; Herrero et al., 2005; Oltean et al., 1999; Rajagopal et al., 2002 citados por
Goémez et al., 2007).

As aminopeptidases e as ALP sdo ambas proteinas ancoradas a GPI, estas proteinas estao incluidas dentro de
plataformas de lipideos (“lipid rafts”) que estdo ordenadas em espacos diferenciados dentro de microdominios
das membranas celulares. Essas plataformas de lipideos sao enriquecidas com glicoesfingolipideos, colesterol
e com proteinas ancoradas a GPI e possivelmente, estdo envolvidas em vias de transducéo de sinal. As APN e
ALP em M. sexta e H. virescens, diferentemente dos receptores CADR, estéo localizados em plataformas de
lipideos. Segundo Gomez et al. (2007), a interacéo de toxinas que formam poros, com as proteinas Cry, com
plataformas de lipideos pode resultar em eventos celulares adicionais, incluindo internaliza¢éo da toxina,

transducéo de sinal e resposta celular.

Até o momento ja foram identificados varios receptores para diferentes insetos (tabela 1).
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Tabela 1- Toxinas, insetos-alvo e receptores

Toxina Inseto Tamanho Identidade Referéncia
do
receptor
(kDa)
CrylAa Bombix mori 120 aminopeptidase N Yaoi et al, 1997
CrylAb Manduca sexta 210 caderina Vadlamudi et al., 1995
CrylAb Manduca sexta 120 aminopeptidase N Denolf et al., 1997
CrylAb Plutella 120 aminopeptidase N Denolf et al., 1997
xylostella
CrylAc Manduca sexta 120 aminopeptidase N Knight et al., 1994;
Sangadala et al., 1994
CrylAc Heliothis 120 aminopeptidase N Gill et al., 1995
virescens
CrylAc Lymantria dispar 120 aminopeptidase N Valaitis et al., 1995
CrylAc Plutella 120 aminopeptidase N Luo et al., 1997
xylostella
CrylC Manduca sexta 120 aminopeptidase N Luo et al., 1996
Cry4Ba Aedes aegypti 65 GPI-fosfatase Fernandez et al, 2006
alcalina
CryllAa Aedes aegypti 65 GPI-fosfatase Fernandez et al, 2006
alcalina
CryllBa Anopheles 120 aminopeptidase N Abdullah et al, 2006

quadrimaculatus

Insercdo na membrana, agregacéo e formacéo do poro

Apo6s ligacdo a receptores especificos, a toxina Cry se une rapida e irreversivelmente na membrana
plasmatica das células epiteliais, com subseqliente abertura ou formagao de poros, ocorrendo assim um
desequilibrio osmaético entre o meio intra e extracelular, ocasionando perda da integridade da membrana do
intestino das larvas de insetos suscetiveis (Van Rie et al., 1989; lhara et al., 1993; Liang et a/., 1995;

Rabinovitch et al., 2000).

Muitas toxinas formadoras de poro (TFP) formam estruturas oligoméricas antes da insercdo da proteina na
membrana. No caso da toxina Cry1Ab, em larvas de M. sexta, a ligacao desta toxina ao receptor caderina
promove uma clivagem proteolitica adicional da toxina, na por¢cao da a-hélice 1, facilitando a formacao da
estrutura oligomérica, denominada de pré-poro, que é importante para a insercao da proteina na membrana

celular (Gémez et al., 2002; Russeal et al., 2004 citado por Bravo et al., 2007).

Recentemente, alguns trabalhos demonstraram que estruturas oligoméricas da proteina Cry1Ab e Cry1Ac
aumentaram em 100-200 vezes a afinidade de ligacdo ao receptor aminopeptidase-N (Gémez et al., 2003;

Pardo-Lépez et al., 2006 citado por Bravo et al., 2007). A formacdo de estruturas oligoméricas de
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proteinas Cry tem sido demonstrada para as toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ca, Cry1Da, Cry1Ea, Cry1Fa e
Cry3 (Gémez et al., 2002; Rausell et al., 2004; Munoz-Garay et al. 2006 citado por Bravo et al., 2007).

Muitos trabalhos sugerem que apds a ligacao da proteina ao receptor caderina e apds a formacao do
oligbmero, ocorre uma segunda interacdo com outro receptor como fosfatase alcalina ou aminopeptidase,
que facilita a insercdo da toxina na membrana (Pardo-Ldpez et al., 2006 citado por Bravo et al., 2007;
Jurat-Fuentes e Adang, 2006). Durante este evento hd um leve desdobramento da toxina, provocado pelo
pH do ambiente, que também auxilia nesta insercdo. A estrutura oligomérica, ou pré-poro, entao é inserido

na membrana formando realmente o poro, levando a turgidez e lise celulares.

Foi demonstrado que doses micromolares das proteinas Cry sdo capazes de interagir com membranas
lipidicas artificiais e de inserir-se nas mesmas, formando canais permeaveis principalmente a céations (English
et al., 1991) e como também a anions e solutos neutros (Yunovitz e Yametz, 1988; Haider e Ellar, 1989). Butko
et al. (1994) comprovaram que a capacidade de intera¢éo da toxina Cry1C com uma membrana modelo
aumenta de forma substancial ao diminuir o pH (pH menor que 5) e que isto esta ligado ao aumento na

hidrofobicidade da superficie da molécula.

Knowles (1994) propds dois modelos possiveis da inser¢éo de toxinas Cry na membrana do intestino dos
insetos que levam a formacéo de poros: o primeiro modelo, denominado modelo de abre cartas, mostra que as
a-hélices 5 e 6 se inserem na membrana devido a uma mudanc¢a conformacional das hélices e dominios
restantes; outro modelo proposto, trata da insercao das toxinas de B. thuringiensis na membrana plasmaética e
propde que depois da unido com o receptor, a regido a4-a5 se insere na membrana com um grampo helicoidal,
enquanto que o resto das hélices se arranja sobre a superficie da bicamada lipidica expondo para ela sua face
hidrofébica, ficando a molécula dessa maneira com forma semelhante a de um guarda-chuva, recebendo, pois a

denominacdo de modelo de guarda-chuva.

Os dois modelos guarda-chuva e abre-cartas foram propostos para relatar a formagéo de poros pelas inclusdes
cristalinas nas membranas dos insetos. Andlises do modo e afinidade da interagdo das membranas e a relativa
orientacao dos sete peptideos da membrana plana correspondem as sete hélices de Cry3A, com isso a
determinacgéo das interacdes entre as hélices no limite da membrana pode validar o modelo de guarda-chuvas
(Gazit et al., 1994).

De acordo com Monnerat e Bravo (2000), h& evidéncias que respaldam o modelo de guarda-chuva, uma vez
gue quando se introduzem residuos de cisteina para formar pontes de dissulfeto entre algumas hélices do
dominio | da toxina CrylAa, se restringe o movimento da hélice a-5 (Schwartz et al., 1997). Esses mesmos
autores demonstraram que para a formacédo do canal é necessaria a separagdo do dominio | do resto da
molécula, uma vez que a proteina mutante foi incapaz de formar canais em seu estado oxidado, devido a

presenca de uma ponte dissulfeto na interfase dominio I-dominio II.

As proteinas Cry se unem a receptores e se inserem na membrana do intestino dos insetos, formam poros com
didametro em torno de 1 a 2 nm (Knowles e Ellar, 1987), Esta formacé&o de poros e a aparicao freqiente de
multiplos estados de condutancia nos estudos da atividade das proteinas em bicamadas lipidicas planas (Slatin
et al., 1990; Schwartz et al., 1993, 1997; Grochulski et al., 1995) tém sido consideradas como evidéncia da
formacé&o de diversos estados de agregacao das 3-endotoxinas (Monnerat e Bravo, 2000; Soberdn e Bravo,
2002).
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Citolise

Foi proposto que as proteinas Cry causam a morte de células epiteliais por inativacdo do sistema que mantém o
gradiente de pH e por citolise osmética (Charles e De Barjac, 1983; Knowles e Ellar, 1987). As toxinas Cry
aumentam a permeabilidade das microvilosidades apicais a cations, &nions, agua e moléculas de maior
tamanho, isto por sua vez causa alteracdo da permeabilidade da membrana e tem como consequiiéncia final a
destruicdo do epitélio intestinal (Harvey, 1992; Wolfersberg, 1992). Uma vez que as células colunares e
calciformes séo destruidas, os esporos de B. thuringiensis tém acesso a hemolinfa (Du e Nickerson, 1996) meio
no qual se multiplicam. Tais eventos conduzem a lise das células epiteliais do intestino dos insetos e,
finalmente, a morte dos insetos por inani¢do e septicemia (Dai e Gill, 1993; Monnerat e Bravo, 2000). O modo

de agédo da toxina Cry esta esquematizado na figura 4.
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Figura 3 — Esquema do modo de Acao de toxinas Cry. A — O inseto ingere a proteina cristal; B — no
intestino médio da larva os cristais sao solubilizados e ativados em proteinas monoméricas que se ligam ao
receptor Caderina. C — Esta ligacao resulta na ativacao de vias de sinalizacao intracelulares reguladas por
fosfatases (P). Apds ligacao ao receptor Caderina, monémeros da toxina sdo processados e formam
oligbmeros que se ligam a proteinas ancoradas a GPI (ALP ou APN) que estdo em plataformas de lipideos,
a presenca desta toxina em plataformas de lipideos possui efeito duplo, induzindo a insercéo da toxina na
membrana, formando poros e ativando vias de sinalizacdo intracelular que podem ativar respostas
apoptéticas e choque osmético induzidos pela formacao do poro, contribuindo para a morte celular; D —
levando o inseto a morte (Adaptado de Bravo et a/, 2007).

Utilizacdo de B. thuringiensis

O uso abusivo e impréprio de inseticidas quimicos sintéticos nos Ultimos 40 anos causou varios problemas
ambientais e de salde, ameacando principalmente a sustentabilidade dos sistemas de producao agricola e

a salde publica. Entre estes problemas o que tem causado grande preocupacao é o aparecimento de
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alguns insetos resistentes a inseticidas quimicos. A aplicacao de B. thuringiensis aparece como uma
estratégia importante no controle dos mesmos (Schnepf et al., 1998), por ser um produto com alto grau de

especificidade e que para ser efetivo precisa ser ingerido pelos organismos alvo.

O potencial inseticida de B. thuringiensis é conhecido desde 1915. Nos dias de hoje, é o principal principio
ativo biolégico produzido e utilizado em todo o mundo (Schnepf et a/., 1998), como alternativa para os
produtos quimicos convencionais hd mais de 60 anos (Romeis et a/., 2006). Ocupa 1-2% do mercado de
produtos biolégicos usados como inseticidas de pragas agricolas, florestais ou de vetores de doencas para
o homem e animais (Estruch et al., 1997; Baum et al., 1999), conferindo niveis adequados e consistentes
de controle. A formulacdo da maior parte dos produtos existentes no mercado sao baseadas nas estirpes
de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Harrison e Bonning, 2000), B. thuringiensis subsp. israelensis e

B. thuringiensis subsp.aizawai.

Essas formulacOes a base dessa bactéria que incluem misturas de esporos e cristais de B. thuringiensis,
sdo produzidas desde 1938, mas somente a partir do fim dos anos 50 iniciou-se a producado em larga
escala, com o lancamento do bioinseticida comercial “thuricide”, imediatamente seguido por produtos

similares de outras empresas (De Maagd et al., 1999).

No principio de 1998, existiam nos Estados Unidos mais de 200 produtos registrados a base de B.
thuringiensis (Schnepf et al., 1998). No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, os produtos a
base de B. thuringiensis existentes no mercado sdo sete: Agree, Bac-Control PM, Bactur PM, Dipel, Dipel
PM, Ecotech Pro e Xentari. Estes produtos comerciais tém como principios ativos as linhagens B.
thuringiensis subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp aizawai que sao utilizados no controle de lagartas
desfolhadoras como: P. xylostella (traca das cruciferas), A. gemmatalis (lagarta da soja) e outras espécies
pertencentes a Ordem Lepidoptera: Noctuidae. Além destes, estd em fase de registro o produto PontoFinal
de tecnologia nacional a base B. thuringiensis subsp. kurstaki, que em breve serd lancado pela parceria
Embrapa/Bthek para o controle de lagartas desfolheadoras. Sado, ainda, comercializados no Brasil os
produtos a base de B. thuringiensis subsp. israelensis para o controle do mosquito da dengue e dos
borrachudos: VectoBac, AquaBac, Teknar e Mosquito Dunk, e o BT-Horus de tecnologia nacional que foi
registrado e lancado em abril de 2005 também pela parceria Embrapa e Bthek para o controle do
mosquito da dengue e borrachudo.

Em Cuba, por exemplo, bioinseticidas a base de B. thuringiensis sao amplamente utilizados nas plantacdes
de tabaco, milho, citrus, tomate e outros para o controle de lagartas desfolhadoras. Este pais, inicialmente,
utilizava produtos originarios dos Estados Unidos, da Franca e da Uniao Soviética, atualmente,

bioinseticidas a base de B. thuringiensis sao produzidos no préprio Pais (Ferndndez-Larrea, 1999).

Algumas das vantagens da utilizacdo de B. thuringiensis sao a sua alta especificidade em relagcédo aos
insetos sensiveis, seu efeito ndo poluente ao meio ambiente, sua inocuidade aos mamiferos e vertebrados

e a auséncia de toxicidade as plantas (Whiteley e Schnepf, 1986).

Um dos principais motivos pelo qual a utilizacdo de B. thuringiensis é limitada e nunca ocupou uma fatia
grande do mercado de inseticidas, principalmente, no Brasil, deve-se ao fato destes produtos apresentaram

elevados custos de aquisicao por parte dos produtores. Além disso, o agricultor obtém resultados
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imediatos com produtos quimicos, tem dificuldade em trabalhar com produtos biolégicos, devido a falta de

conhecimento e assisténcia técnica que o leve a ter confianca nos bons resultados.

No Brasil, para que os produtos biolégicos possam ser utilizados em grande escala, é necessario que sejam
produzidos bioinseticidas nacionais com precos mais acessiveis e que possam competir com os produtos
quimicos. Além disso, precisam ser altamente eficientes para ter uma boa aceitacao por parte dos
produtores e conseqientemente, maior demanda. Para a correta utilizacdo destes produtos, é necessario
que os agricultores ou responsaveis técnicos conhecam as caracteristicas da cultura e, principalmente, a

biologia dos insetos alvo, assim como também as recomendacdes para a aplicacdo adequada do produto.

Desde 1997, a utilizacdo B. thuringiensis tem sido no controle de mosquitos e pernilongos, sendo utilizada
a linhagem B. thuringiensis subsp. israelensis, que é um dos mais potentes e eficientes inseticidas
biolégicos. Esta descoberta foi excelente, uma vez que tais insetos apresentaram desenvolvimento de

resisténcia a campo com uso freqliente de inseticidas quimicos (Schnepf et al., 1998).

O progresso atual da engenharia genética e da biotecnologia tem permitido o desenvolvimento de
alternativas concretas para viabilizar o emprego do controle biolégico de insetos-praga em algumas
culturas. Dentre as alternativas, destaca-se a possibilidade de obtencao e uso de plantas geneticamente

modificadas que contém genes codificadores das 3-endotoxinas de B. thuringiensis (Van Rie, 2000).

A primeira planta geneticamente modificada com gene cry7A de B. thuringiensis foi o fumo (Nicotiana
tabacum) (Barton et al., 1987, Koziel et al., 1994), que veio a ser comercializada apenas em 1996 para o
controle de M. sexta, uma lagarta desfolhadora desta cultura. Outras trés plantas que contém toxinas de
B. thuringiensis que codificam genes para o controle de insetos e ja se encontram em fase comercial nos
Estados Unidos sao: algodao, milho e tomate. Muitos destes produtos também estao sendo
comercializados na Argentina, Canada, China, Franca, Espanha, México, Portugal, Roménia, Africa do Sul e
Ucréania (James, 1998, 1999). Mas isto s6 aconteceu depois que os inseticidas a base de B. thuringiensis

ja vinham sendo utilizados por mais de 40 anos.

Estas plantas, quando testadas em condicGes de campo, apresentaram niveis substanciais de atividade
inseticida contra algumas pragas. Exemplos disto sdo: o tomate-Bt expressando gene cry7Ac contra H.
virescens e H. zea; o algodao-Bt expressando proteinas truncadas para o controle de larvas de H.
virescens, Helicoverpa spp. e Pectinophora gossypiella; o milho-Bt com gene cry7 para o controle de
Ostrinia nubilalis, e, ainda o milho em 2003, expressando a toxina Cry3Bb especifica para coleépteros,
utilizada para o controle de Diabrotica spp. Outra praga que esteve sendo controlada por planta-Bt, em
1996, foi o besouro da batata do colorado (L. decemlineata) expressando gene cry3A em variedades de
batata, mas em 2001 deixou de ser comercializada por motivos como mercado consumidor e pela
substituicao por um outra planta de batata expressando gene para o controle de afideos e besouros (Koziel

et al., 1994; Shelton et al., 2002; Bates et al., 2005).

E importante salientar que para certas culturas, alto nivel da toxina expressa é necessario para protecio

total da cultura contra pragas agron6micas importantes (Koziel et al., 1994).
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Os niveis e a localizacao da expressao dos genes de B. thuringiensis na planta transformada podem ser
regulados, permitindo a presenca continua da toxina em todo o corpo da planta ou somente nas partes
relevantes, dependendo dos habitos de ataque das pragas poderia se resolver muitos problemas citados de
persisténcia das toxinas e do acesso a praga. (Loguercio et al., 2002). E importante que as técnicas
desenvolvidas privilegiem a expressao da toxina em partes da planta que nao serao utilizadas para

consumo. Do ponto de vista de biosseguranca e da opinido publica, isso é extremamente desejavel.

Atualmente, plantas como algodao transgénico expressando gene cry7A e milho transgénico expressando
cry1A e cry9C estdo crescendo comercialmente para o controle das principais pragas da Ordem

Lepidoptera destas culturas comerciais. (Perlak et a/., 1993; Van Rie, 2000).

As plantas transgénicas expressando proteinas inseticidas de B. thuringiensis permitirdao um 4timo controle
das pragas que vivem dentro das estruturas das plantas (Van Rie, 2000), como, por exemplo, do A.
grandis, um coledptero conhecido por bicudo do algodoeiro, que é de dificil controle através de inseticidas
quimicos. Ainda mais que alguns produtos utilizados na cultura do algodao como os piretréides ja estao
perdendo sua efetividade no controle de algumas pragas que vém apresentando populacdes de insetos

resistentes.

No Brasil, a utilizacdo de plantas Bt contendo genes de resisténcia a lagartas e coledépteros poderao
fornecer um impacto sécio-econémico imediato no crescimento de algumas culturas, com a reducao no
uso de inseticidas quimicos, favorecendo a populacao de inimigos naturais, trazendo bons resultados para
todos os segmentos da cadeia produtiva, contando ainda, com os beneficios para o estabelecimento de
uma agricultura sustentavel, sem impactos ao homem e ao meio ambiente.

No entanto, sdo de vital importancia testes de toxicidade das plantas geneticamente modificadas a
inimigos naturais, uma vez que existem controvérsias sobre os efeitos adversos das toxinas de B.

thuringiensis nestes (Loguercio et al., 2002).

No ano de 2005, foram plantados cerca de 90 milhdes de hectares de culturas geneticamente modificadas
(GM). Essas culturas transgénicas foram cultivadas por cerca de 8,5 milh6es de fazendeiros em 21 paises.
Em 2004, a area global estimada das lavouras GM autorizadas foi de 81,0 milhdes de hectares, mais que

os 67,7 milhdes de hectares registrados em 2003.

O Brasil teve um salto de 4,4 milhdes de hectares plantados com lavouras transgénicas (saiu de 5 milhoes
de ha em 2004 para 9,4 milhoes de ha em 2005). Dos 35 milhdes de hectares plantados com algodao no

mundo, 28% desse total, foram plantados com culturas transgénicas (Ballaminut, 2007).

No Brasil somente a cultivar Bollgard” evento 531, também conhecido como Ingard®, produzido pela
empresa Monsanto LTDA (contendo a proteinas Cry1Ac), obteve a liberacdo comercial, apds aprovacao do
parecer técnico da CTNBio n.° 0513/2005 - Algodao BT, seguindo a Instrucdo Normativa CTNBio n° 10,
de 19.02.98 e a lei n® 11.105 de biosseguranca.

O algodao Bollgard® foi substituido pelo Bollgard®ll, que expressa os genes crylAc e cry2Ab também de

B. thuringiensis. Esta mudanca foi realizada visando aumentar a eficiéncia da variedade, o nimero de
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espécies alvos (Spodoptera exigua e S. frugiperda) e evitar a possivel resisténcia do inseto a um dos
genes inseridos na variedade modificada do algodao (Downes, 2007; Sivasupramaniam et al., 2007).
Novos avancos sdo esperados com os novos transgénicos, como o WideStrike® da Dow AgroSciences e o
VipCot® da Syngenta, ja sendo avaliados na Austrdlia (Algoddo Brasileiro, 2007). O WideStrike® é
resistente a lepidépteros, expressa as proteinas Cry1F e Cry1Ac de B. thuringiensis nas plantas de
algoddo. Ja o algoddo VipCot® possui as proteinas Vip3A e Cry1Ab, sendo este algoddo também
resistente a lepiddpteros, principalmente as espécies Helicoverpa zea e H. virescens.

A reducdo do uso de inseticidas quimicos promovida pelo uso de plantas geneticamente modificadas
resistentes a insetos, trouxe enormes beneficios a industria algodoeira. A reducao do uso de inseticida na
india foi de 70%, na Austrédlia de 85% e na China de 60 a 80%, ocorrendo uma reducdo de 78.000
toneladas neste Ultimo pais. Além disso, foi demonstrado que esta reducao provocou uma diminuicao
significativa no nimero de intoxicacdes de agricultores (Christou et al., 2006; Fernandes, 2006; Downes

et al.,, 2007).

Resisténcia dos insetos a B. thuringiensis

Os insetos tém demonstrado sua enorme diversidade genética com mais de 500 espécies, apresentando

resisténcia a um ou mais inseticidas quimicos (Van Rie, 2000).

A utilizacao de produtos a base de B. thuringiensis por varias décadas, sem que a presenca de insetos
resistentes fosse verificada, criou a idéia de que esse fato seria dificil de ocorrer, uma vez que as toxinas
de B. thuringiensis nao persistem por muito tempo no ambiente (Schnepf et a/., 1998, Cartin et al., 2002).
No entanto, nos ultimos anos, evidéncias cientificas, demonstraram em laboratério que os insetos tém
capacidade de desenvolver diferentes niveis de resisténcia as 6-endotoxinas e que o Unico caso verificado
de resisténcia a campo, até o momento, foi em populacdes de P. xylostella (Tabashnik et a/. 1990, 1997;
Schnepf et al., 1998), mas com uma freqliéncia bem menor do que quando comparada a produtos
quimicos. Portanto, as d6-endotoxinas devem ser consideradas parte fundamental das estratégias de manejo

que tem como objetivo a preservacao dos inimigos naturais e manejo da resisténcia a inseticidas.

A resisténcia a B. thuringiensis pode estar relacionada a vérios fatores e o modo de acao das toxinas
permite algumas hipdteses para os provaveis mecanismos de resisténcia: mudanca conformacional dos
receptores; pH intestinal menos alcalino impedindo a solubilizacao do cristal; proteases intestinais
incapazes de digerir ou ativar as delta-endotoxinas; proteases intestinais muito eficazes que poderiam

digerir totalmente a protoxina e hipersensibilidade dos individuos-alvo (Monnerat e Bravo, 2000).

Em 1985, a partir de testes de selecdo em laboratério, obteve-se o primeiro caso de resisténcia a B.
thuringiensis em P. interpunctella Hibner, a traca indiana da farinha, um inseto da Ordem Lepidoptera:
Pyralidae, que era regularmente tratado com B. thuringiensis. Considera-se que este caso de resisténcia
pode ser devido a diminuicao na afinidade a um dos receptores da proteina Cry1Ab (Van Rie et al., 1990).
No momento em que ocorreu resisténcia a proteina Cry1Ab, aumentou-se a suscetibilidade a Cry1Ca, a
proteina na qual os insetos nao haviam sido expostos. Este aumento na suscetibilidade corresponde a um

aumento nos sitios de unido no intestino médio a proteina Cry1Ca. A partir de entdo, varios insetos vém
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apresentando elevados niveis de resisténcia a B. thuringiensis em laboratério como, por exemplo: Cadra
cautella (Lepidoptera: Pyralidae) (McGaughey e Beeman, 1988), P. interpunctella, L. decemlineata
(Rahardja e Whalon, 1995; Estada e Ferré, 1994), Cadra scripta (Lepidoptera: Pyralidae) (Bauer et al.,
1994), H. virescens (Tabashnik et al., 1994), P. xylostella, T. ni (Estada e Ferré, 1994; Soberén e Bravo,
2002), Spodoptera litoralis (Lepidoptera: Noctuidae) (Mdller et al., 1996), S. exigua (Moar et al., 1995),
O. nubilalis (Bolin et al., 1995), C. quinquefasciatus (Georghiou e Wirth, 1997). Isto demonstra que uma
ampla gama de insetos possui diferentes mecanismos de superacao da toxicidade as 6-endotoxinas de B.
thuringiensis (Van Rie, 2000).

O primeiro caso de resisténcia em condicdes de campo foi verificado no Hawaii, onde populacdes de P.
xylostella mostraram diferentes niveis de suscetibilidade a produtos a base de B. thuringiensis. Tabashnick
et al (1990) demonstraram que aplicacoes continuas de formulagcdes comerciais de B. thuringiensis em
populacdes em condicoes de campo ocasionariam niveis de resisténcia 25 a 33 vezes maiores que as

populacdes controle suscetiveis em laboratério.

Outras regides também tiveram problemas com resisténcia a B. thuringiensis como as diferentes
populacoes deste inseto na Thailandia, Honduras, Malésia, Estados Unidos, Brasil, México, Nicaragua e
Filipinas em varios paises asiaticos, onde foi verificada a baixa eficiéncia de B. thuringiensis em populacdes

de P. xylostella em condicdes de campo (Shelton et a/., 1993; Whalon et al., 2000).

Apesar dos mecanismos nao terem sido elucidados completamente, acredita-se que a resisténcia a B.
thuringiensis em P. xylostella é autossémica, recessiva e controlada por um ou mais locus (Tabashnik et
al., 1992). A resisténcia parece estar associada com uma reduzida afinidade de acoplamento das toxinas a

receptores especificos na membrana epitelial do intestino dos insetos (Cartin et al., 2002).

Mas, nao se pode esquecer que selecdo de resisténcia em laboratério pode ser bem diferente da resisténcia
verificada no campo. As populacdes de insetos mantidas em laboratério tém presumivelmente baixos niveis
de diversidade genética quando comparadas com as populacdes de campo. No entanto experimentos de
selecao em laboratério sao validos, porque eles podem revelar quais os tipos de mecanismos de resisténcia
podem ser selecionados e sdo essenciais para o estudo de genética de resisténcia (Schnepf et al., 1998;

Van Rie, 2000).

Em insetos, resisténcia é um fendmeno pré-adaptativo, o qual se desenvolve por uma selecado de individuos
raros que podem sobreviver a certos tratamentos inseticidas.Um largo nimero de fatores genéticos,
biolégicos, ecoldgicos e operacionais influencia a taxa de desenvolvimento de resisténcia. As estratégias
de manejo de resisténcia tentam prevenir ou diminuir a selecdo de individuos raros que carregam genes de
resisténcia e, portanto, mantém a freqliéncia de genes de resisténcia abaixo dos niveis, resultando em

controle eficiente (Van Rie, 2000).

Existem varias estratégias que podem ser utilizadas no manejo da resisténcia a B. thuringiensis, incluindo
expressao de toxinas apenas nas partes da planta atacadas pelo inseto, expressao de altas doses, rotacao
de culturas expressando diferentes toxinas, ou, ainda, a mesma cultura expressando uma toxina diferente

da primeira (Roush, 1997; Van Rie, 2000).
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A estratégia utilizada pelas empresas produtoras de sementes transgénicas para evitar a aparicao de
resisténcia nas populacdes de insetos tem sido expressao de toxinas em doses altas, de modo a produzir a
molécula em niveis suficientes para eliminar insetos parcialmente resistentes, com isso a chance de
sobrevivéncia de parte da populacado da praga na cultura e o desenvolvimento de resisténcia tornam-se

minimos mantendo-se a heterogeneidade da populacéao de insetos (Huang et a/., 1999).

Modelos tedricos asseguram que plantas transgénicas expressando dois tipos de toxinas sdao mais
eficientes, existindo menor chance do inseto adquirir resisténcia as toxinas (Christou et a/.,, 2006). Em um
ensaio realizado com lagartas rosadas (P. gossypiella) resistentes a cry1Ac, demonstrou-se que poucas
destas lagartas sobreviveram em plantas expressando dois genes de B. thuringiensis, cry1Ac e cry2Ab
(Tabashnik et al., 2002).

Cientistas da empresa Syngenta acreditam que a Vip3A ¢ diferente estruturalmente de todas as proteinas
Cry da bactéria B. thuringiensis e, conseqlientemente, a resisténcia do inseto a ambos os genes seja
improvavel. Logo, se a resisténcia ocorrer a uma toxina, provavelmente nao ocorrera para a segunda. Por
isso, estes cientistas ndo utilizaram duas proteinas Cry na mesma variedade do algoddo VipCot® (Kurtz et
al., 2007).

Programas de monitoramento de resisténcia sdao implementados nos locais onde plantas Bt sao
comercializadas, usando abordagens e métodos que sao padronizados em todo o mundo. Apds quase 10
anos de uso do algodao transgénico em diversos paises, até o momento, ndo ha relatos do surgimento de
resisténcia de pragas as toxinas de B. thuringiensis utilizadas nas plantas Bt, em nenhum dos programas
de monitoramento (Sivasupramaniam et al., 2007).

Uma das alternativas de manejo, considerada por muitos autores como interessante, seria a combinacao de
doses altas de toxina Cry com o uso de reflgios. Este principio tem como meta diminuir a chance de
sobrevivéncia de uma parte da populacao e intercalar faixas de variedade ndao Bt, com o objetivo de cruzar
populacdes resistentes com populacdes nao resistentes, de maneira que a resisténcia nao fosse transferida
a progénie, mantendo-se a susceptibilidade da populacado de insetos; ou, ainda, expressao de genes em
apenas alguns tecidos da planta, com isso apenas algumas partes da planta estariam totalmente

protegidas, assim se reduziria a pressao de selecao (Huang et al., 1999; Loguercio et al., 2002).

Outro caso seria o exemplo de Cuba, que tem conseguido evitar o desenvolvimento de resisténcia através
da rotacao de produtos contendo diferentes estirpes de B. thuringiensis. Esta estratégia vem sendo

utilizada, com sucesso, no controle de P. xylostella (Fernandez-Larrea, 1999).

Para evitar o desenvolvimento de resisténcia é fundamental compreender a biologia do inseto-alvo, o
comportamento de agente de controle biolégico e os mecanismos de resisténcia que o inseto pode
desenvolver. Além disso, pode-se manejar integralmente o inseto, ndo apenas com estratégias de manejo
de resisténcia a B. thuringiensis, mas também com a adicdo de alternativas de controle como o uso de
inimigos naturais em conjunto com as d-endotoxinas, rotacao entre produtos biolégicos e quimicos, rotacao

de culturas entre outras.

Sabe-se da grande importancia da utilizacdo de B. thuringiensis para a agricultura e salde, com grandes

possibilidades de sucesso na diminuicdo dos impactos ao meio ambiente e na saude da populacdo mundial.
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