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Apresentacao

A preocupacao crescente da sociedade com a preservagédo e a
conservagdo ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantacéo de sistemas de producao agricola
com enfoques ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecologico do empreendimento agricola se orienta para o uso
responsavel dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia
e minerais).

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programacdo de P&D para o avanco de conhecimento e
desenvolvimento de solugbes tecnoldgicas para uma agricultura
sustentavel.

O documento 214/2006 discute as perspectivas biotecnolégicas do
uso de Bacillus thuringiensis no controle bilégico da broca da cana-
de-aclucar (Diatraea saccharalis). A broca da cana é uma das
principais prgas que ataca a cultura de cana-de-aglcar podendo
causar prejuizos superiores a 250 milhdes de reais. O documento
faz referéncia aos métodos de controle da broca e ao uso direto
Bacillus thuringiensis através da pulverizacdo da cultura assim como
do uso de plantas e microrganismos geneticamente modificados
capazes de expressar 0S genes cry e promover o controle dos
insetos. No final, o documento discute aos posssiveis impactos do
B. thuringiensis no ambiente e em organismos nao alvos.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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1. Introducéo

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com uma
area cultivada de 5,4 milhdes de hectares. A lavoura canavieira
sustenta as industrias de acucar e é responsavel por mais de 40%
do mercado mundial de alcool, que representa a base do maior
programa de combustivel renovavel do planeta, o Préalcool. Durante
o ano recolhe mais de R$ 4,5 bilhdes de impostos aos cofres
publicos. Na safra de 2004, foi colhido 389 milhdes de toneladas de
cana, permitindo a fabricagdo de 24,9 milhdes de toneladas de
acUcar e de 14,6 bilhdes de litros de alcool. Devido a grandeza dos
nameros do setor sucroalcooleiro no Brasil e o fato de cada tonelada
de cana-de-acucar ter o potencial energético de 1,2 barril de
petréleo, pode-se tratar a cana-de-agicar como o principal recurso
de biomassa energética. A alta do petréleo no mercado mundial e as
exigéncias ambientais do Protocolo de Kioto devem elevar em 70%
o consumo mundial de alcool como combustivel até o ano de 2010
(RODRIGUES, 2005).

Atualmente, existem 500 mil trabalhadores nas lavouras canavieiras
no Brasil, com 300 unidades industriais em atividade gerando mais
de 5,2 milhdes de empregos, sendo 1,2 milhes de empregos
diretos e 4 milhdes de empregos indiretos (RODRIGUES, 2004).
Com as exportagbes de aclUcar proximas de 13 milhdes de
toneladas e receitas superiores a dois bilhdes de dolares anuais,
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nos Uultimos dois anos a participacdo brasileira no mercado
internacional tem sido superior a 35% (CENBIO/INFOENER, 2005).

Nos proximos dez anos, os mercados do acUcar e do alcool serdo
norteados pela crescente demanda por alcool para combustivel,
refletindo o provavel aumento dos pregos do petréleo (BOTELHO et
al., 2004). Com um cenario internacional favoravel, o Brasil tem a
chance impar de aproveitar todo seu potencial para ser o principal
fornecedor mundial de &lcool combustivel. Em vista desse
crescimento e embora o mercado se mostre promissor, a cultura da
cana-de-acucar ainda sofre freqlientes crises e 0s paises produtores
precisam investir em tecnologias visando uma maior produtividade
agricola e industrial, bem como reducdo nos custos de producéo.
Torna-se cada vez mais importante o desenvolvimento de projetos
que visam aumentar a produtividade dessa cultura minimizando os
impactos diretos sobre o meio ambiente.

Dentre os varios fatores que mais afetam a produtividade da
industria sucro-alcooleira, que dificultam a expressdo de todo o
potencial produtivo da planta, destacam-se o ataque de pragas.
Dentre os insetos que atacam a cana-de-acucar, a broca Diatraea
saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae), merece destaque
devido a amplitude de distribuicéo, intensidade do ataque e danos
econdmicos, sendo o inseto que causa 0s maiores danos a cultura
da cana-de-agucar (CAMPOS & MACEDO, 2004).

A utilizacdo de inseticidas quimicos para o controle da broca da
cana-de-aclcar ndo € recomendada devido aos prejuizos
ambientais provocados, e pela forma de aplicagdo dos mesmos na
lavoura, que torna dificil a sua penetragdo no interior dos colmos
onde as lagartas provocam os maiores prejuizos. Devido a essas
restricdes e a necessidade de alternativas seguras aos inseticidas
guimicos, tem-se aumentado o interesse por agentes biologicos
para o controle desta praga.

O uso dos agentes de controle bioldgico representa cerca de 1% do
mercado mundial de inseticidas (GLARE & O'CALLAGHAN, 2000).
Dentre esses, 0 mais bem sucedido € a bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensis, sendo utilizado a mais de cinco décadas e
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responsavel atualmente por aproximadamente 90% do faturamento
mundial com bioinseticidas (POLANCZYK & ALVES, 2003). A
aplicacdo mundial de B. thuringiensis é de 13.000 toneladas por
ano, gerando um mercado anual de 60 a 80 milhGes de dolares.

Com os avangos das pesquisas na area biotecnologica novas
estratégias para uso de B. thuringiensis foram desenvolvidas. A
clonagem e expressdo dos genes cry para codificar as delta-
endotoxinas em plantas e outros microrganismos, aumentou as
possibilidades de uso desse agente de biocontrole, visando
inclusive, controlar pragas que se alimentam dos tecidos internos
das plantas, constituindo-se, portanto, de uma estratégia potencial
para o controle da broca da cana-de-agucar.

2. Diatraea saccharalis (broca da cana-de-acucar)

2.1. Distribuic&o geografica

D. saccharalis é originaria da América Central e do Sul (GALLO,
2002) e o primeiro relato sobre o atague de brocas da ordem
Lepidoptera em cana-de-acUcar no Brasil foi publicado em 1859 por
uma comissado de técnicos brasileiros na revista “O Auxiliador da
Industria Nacional” (GUAGLIUMI, 1972).

Até hoje, os danos provocados por essa espécie representa 0s
maiores prejuizos fitossanitarios a cultura de cana-de-acUcar.
Recentemente, D. saccharalis, que pertencia a familia Pyralidae e
subfamilia Crambinae, teve sua classificagéo revista. A subfamilia
foi elevada ao nivel de familia, e hoje D. saccharalis pertence a
ordem Lepidoptera, familia Crambidae (PARRA et al., 1999).

Existem cerca de 21 espécies do género Diatraea ocorrendo em
cana-de-acucar no continente americano, entretanto nem todas as
espécies provocam danos de importancia econdmica ao cultivo
comercial. No Brasil, ocorrem duas espécies que atacam a cana-de-
acucar. D. saccharalis Fabricius (Figura 1), apresentando
distribuicdo generalizada em todo o pais, e D. flavipennella Box,
encontrada nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, porém
com maior importancia econémica apenas nos canaviais do
Nordeste do pais (MENDONCA, 1996).
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~ Foto A: Planalsucar; Foto b: GITAHY,PM.

Figura 1- Adulto (A) e larvas (B) da broca da cana-de-agUcar D. saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae)

D. saccharalis, também conhecida como broca do colmo ou da
cana, € a espécie de maior importancia do género. E nativa do
hemisfério norte e pode ser encontrada atacando os canaviais da
Argentina, Bolivia, Coldmbia, EUA, Guiana, Suriname, Guiana
Francesa, Costa Rica, Cuba, Equador, México, Panama, Peru, Haiti,
Jamaica, Paraguai, Republica Dominicana, Venezuela e Antilhas
Menores (GUAGLIUMI, 1972; MENDONCA, 1996).

Essa praga pode ainda provocar danos a outras culturas, como
milho, trigo, arroz, sorgo, napier, outras gramineas e ciperaceas
(LIMA FILHO, 1997a; WAQUIL et al., 2002).

2.2. Ciclo biolégico

Apdbs o acasalamento, a fémea oviposita uma massa de ovos no
limbo foliar, geralmente na face dorsal das folhas de cana, dispostos
de forma imbricada (como couro de cobra ou escamas de peixe),
contendo de 5 a 50 ovos amarelados, podendo totalizar cerca de
300 ovos por oviposi¢do. A eclosao desses se da apos 4 a 9 dias, e
logo depois, as lagartas neonatas caminham pelas folhas onde
alimentam-se do parénquima foliar principalmente no tecido interno
da bainha. ApGs o primeiro instar, as lagartas penetram nos colmos,
perfurando e abrindo galerias de baixo para cima. Durante o
desenvolvimento larval ocorrem diversas ecdises, mas em média
apresentam 6 instares com duracéo total de aproximadamente 40
dias. ApOs este periodo, passam a crisalida, permanecendo neste
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estagio por 9 a 14 dias quando emerge o adulto, cuja longevidade é
de 7 dias. O ciclo evolutivo completo é de 53 a 60 dias. Podem ser
observadas 4 ou 5 geragOes anuais dependendo das condi¢gbes
climaticas, mas pode ocorrer praticamente durante todo o ciclo da
cultura. A duragdo de cada periodo do ciclo biologico da broca pode
variar em funcé@o de fatores climaticos. Na maioria dos locais de
ocorréncia, D. saccharalis est4 presente durante todo o ano nos
seus diferentes estagios de desenvolvimento: ovo, lagarta de varias
idades, crisdlida e adulto (GUAGLIUMI, 1972; ALVES et al., 1986;
GALLO, 2002; MENDONCA, 1996; LIMA FILHO, 1997a).

2.3. Danos e prejuizos provocados

A broca no seu estagio larval perfura os colmos de cana abrindo
galerias, acarretando prejuizos diretos e indiretos:

Prejuizos diretos b Estéo relacionados ao ataque direto do inseto
ao colmo das plantas, provocando falhas de germinagédo, morte da
gema apical cujo sintoma é conhecido como “coragcdo morto”,
diminui¢cdo do peso da cana pela reducdo da polpa e dos tecidos de
suporte, brotacdes laterais, enraizamento aéreo, afinamento dos
colmos, atrofia dos entrends, atraso na maturacdo e falta de
uniformidade no plantio, tombamento dos colmos brocados e
conseqlente queda no rendimento agricola.

Prejuizos indiretos b Estdo relacionados com a entrada de
microrganismos oportunistas no colmo através dos orificios e
galerias perfurados pelas lagartas, como os fungos fitopatogénicos
gue causam a “podriddo vermelha do colmo”: Fusarium moniliforme
Sheldon e Colletotrichum falcatum Went (Figura 2). Estes
microrganismos através dos orificios nas galerias, ou levados pelas
lagartas, invadem os tecidos internos do colmo causando inverséo
da sacarose e diminuicdo da pureza do caldo, com menor
rendimento de agucar e contaminagfes no processo de fermentagéo
alcodolica, com menor rendimento de &alcool. Os danos indiretos
contribuem para queda no rendimento industrial PRECETTI et al.,
1988; GALLO, 2002; NAKANO & SOARES, 1996). Os tecidos
atacados pela broca em processo de fermentagdo também sé&o
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atrativos para o ataque de outros patdégenos e insetos, aumentando
0s prejuizos iniciados pela broca (LIMA FILHO, 1997a).

Foto: Planalsucar Foto: GITAHY, P. M.

Figura 2- Danos provocados pela broca da cana-de-agUcar: a. galerias caracteristicas
provocadas pela broca (danos diretos); b. estrias vermelhas séo caracteristicas do ataque
dos fungos da “podrid&o vermelha do colmo” (danos indiretos).

Diversos autores avaliaram as perdas provocadas pela broca da
cana-de-acUcar. A avaliagdo mais utilizada é a determinacdo do
percentual de perdas agricolas e industriais para cada 1% de
intensidade de infestacéo (I.1%) do inseto. I.I. igual ou superior a 3%,
considerada baixa, j& viabiliza o controle da praga (BOTELHO et al.,
2004; CAMPOS & MACEDO, 2004). Admite-se haver uma
linearidade entre a I.I. da broca, determinada pelo método descrito
por GALLO (2002), e os prejuizos devido o ataque da broca. Para
cada 1% de I.I considera-se uma perda de 0,77% em peso de cana
no campo, 0,25% de perda no acgucar recuperavel e 0,20% de alcool
na industria (BOTELHO et al., 2004; CAMPOS & MACEDO, 2004).
A broca da cana provoca um decréscimo de 10 a 20% de sacarose
e apenas a podridao vermelha gera prejuizos na ordem de US$ 100
milhdes por ano apenas no estado de S&o Paulo, considerando-se
uma infestagéo de 10% dos colmos.
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A Embrapa Agrobiologia estd desenvolvendo uma bactéria
endofitica fixadora de nitrogénio, Gluconacetobacter diazotrophicus,
expressando o gene crylAb de Btk S76 nos tecidos internos da
cana-de-acgucar, dos quais as larvas de D. saccharalis se alimentam.
A estratégia visa aumentar a persisténcia do bioinseticida e ainda
diminuir o uso de fertilizantes nitrogenados na lavoura, ja que essas
bactérias ajudam na fixagcdo biolégica de nitrogénio atmosférico, e é
semelhante a realizada por GITAHY et al. (1997) e SALLES et al.
(2000) para o controle do coledptero Migdolus fryanus em plantas
de cana.
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Nas plantas de milho essa praga tem constituido um problema sério
no Brasil Central e em altas infestacdes, sem ataque pode provocar
danos de até 21% na producgéo (CRUZ et al., 2000).

2.4. Métodos de controle

Estudos com varios inseticidas  mostraram  reducgbes
estatisticamente significantes no percentual de entrends perfurados
pela broca da cana-de-acicar, mas na maioria das vezes essa
reducdo ndo se traduz em aumento no rendimento e qualidade do
acucar, o que indica pequena compreensao das relacdes entre a
broca da cana e o uso de inseticidas. Além disso, nos paises de
clima tropical, onde a cultura da cana é perene, o controle quimico
da broca nédo é recomendado e, quando praticado, tem altos indices
de ineficiéncia (RUVOLO-TAKASUSUKI et al., 2002). A forma de
aplicacdo desses produtos na lavoura, também torna dificil a sua
penetracdo no interior da planta onde as lagartas de diversas idades
provocam 0s maiores prejuizos. Devido a esses fatores, torna-se
necessario o desenvolvimento de uma forma de controle que
promova menos prejuizos ao ecossistema e que seja eficiente no
controle da broca da cana.

Uma alternativa bastante praticada é o controle biologico, que é a
supressdo de pragas e doencas através de agentes bidticos que
Ihes séo téxicos, antagdnicos e/ou letais (FONTES, 1992). A cana-
de-aclcar € um agroecossistema que abriga rica entomofauna,
tanto de insetos nocivos (pragas) como os benéficos, que séo os
parasitoides e predadores que podem exercer papel importante no

controle de espécies-praga (ARAUJO & MACEDO, 2000).

Com o desenvolvimento do Proalcool, as décadas de 70 e 80
representaram um periodo de altos investimentos em projetos
relacionados a cultura de cana-de-acucar. Foi entdo implantado o
Programa Nacional de Controle Integrado da Broca da cana-de-
acucar Diatraea spp., com a finalidade de dinamizar o controle
biol6égico deste inseto no Brasil. Este é considerado o maior
programa de controle biolégico do mundo, e teve como base a
utilizacdo do parasitdide das larvas da broca conhecido
cientificamente como Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera:
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Braconidae) Esse parasitoide foi introduzido no Brasil em 1974 por
A. F. no Instituto do Acucar e do Alcool (IAA) — Planalsucar, estado
de Alagoas. Durante o periodo de 1974 a 1985, foram produzidos
4,4 bilhdes de parasitdides em 50 laboratérios espalhados pelo pais,
e liberados 4,0 bilhdes de individuos em uma &rea de
aproximadamente 800 mil hectares. Nos Ultimos anos, o uso da
vespa C. flavipes como parasitdide em liberacbes constantes para o
controle da broca no Brasil reduziu significantemente as perdas
anuais provocadas por esta praga (ROSSI, 2000; BOTELHO et al.,
2004; CAMPOS & MACEDO, 2004).

MACEDO et al. (1984) estimaram o beneficio econémico durante 10
anos de utilizacdo deste programa de controle no estado de
Alagoas,. Em 1974, a intensidade média de infestacdo foi estimada
em 8,6%, decaindo para 2,64% em 1983, o que representou um
ganho total no valor de aproximadamente 509 mil toneladas de
acucar. O ganho liquido final estimado foi de 52,4 milhdes de
dolares. BOTELHO (1992) demonstram que a utilizagdo da C.
flavipes participou com até 76,64% do parasitismo total de D.
saccharalis na regido centro-sul do Brasil. Porém, os niveis de
parasitismo ainda sdo muito variaveis.

Também tem sido utilizado no Brasil, com até 20% de controle da
broca da cana, um sistema de manejo integrado utilizando uma
outra espécie de parasitoide das largartas, a mosca Metagonistylum
minense Townsend (Diptera: Tachinidae) e dos ovos Trichogramma
galoi Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (CRUZ et al.,
2000).

O controle biolégico usando parasitdides como inimigos naturais, € a
forma mais utilizada para minimizar os danos provocados pela broca
da cana-de-acucar, e produz bons indices de reducdo nos prejuizos
provocados por esta praga (ARAUJO & MACEDO, 2000; BOTELHO
et al., 2004, CAMPOS & MACEDO, 2004). Porém, a utilizagdo
desses parasitoides apresenta algumas desvantagens. A acdo dos
inimigos naturais varia muito de regido para regido e de ano para
ano, e essas variagbes podem influenciar no sucesso das
populacdes infestantes do inseto. Outra desvantagem seria 0
grande numero de inimigos naturais a serem produzidos em
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extremamente superior ao obtido nos bioensaios realizados com a
estirpe S76 (13,06 ng/mL), o que indica que o isolado brasileiro é
mais eficiente contra a broca da cana do que o isolado selecionado
pelo grupo de pesquisa do México.

Calda mutritive
el ~antrole Regative
H

Fotos: GITAHY, P. M.

Figura 3- (A)- Microscopia 6tica de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki S76, selecionada
pela alta atividade bioinseticida contra a broca da cana na Embrapa Agrobiologia. (B)-
Bioensaios com larvas de D. saccharalis em placas de dieta de soja com bagacilho,
contendo caldo nutritivo que é o controle negativo, com as larvas vivas e dieta revolvida
apds 10 dias, e esporos e cristais concentrados da estirpe S76 com todas as larvas
utilizadas no tratamento mortas.

5. Consideracdes finais

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar e dentre 0s
fatores que mais afetam a produtividade desta cultura estdo os
danos provocados pela broca da cana D. saccharalis. Este inseto é
de dificil controle devido, principalmente, a localiza¢ao das larvas no
interior dos colmos das plantas onde ocorrem 0s maiores prejuizos.
Dentre as formas de controle biologico, o uso de B. thuringiensis
para o minimizar os danos causados pela da broca € uma boa
alternativa. A utilizacéo de ferramentas biotecnol6gias tem permitido
o desenvolvimento de diversas plantas e microrganismos
geneticamente modificados contendo o0s genes cry de B.
thuringiensis, capazes de controlar insetos-praga de diferentes
ordens.
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cana-de-acUcar contendo o gene crylAb conferiram resisténcia a
broca nos testes de campo realizados (BRAGA et al., 2003).

Em recente trabalho realizado no Laboratério de Genética e
Bioguimica da Embrapa Agrobiologia, foi selecionada e
caracterizada parcialmente uma estirpe de B. thuringiensis isolada
da cidade de Padre Bernado no estado de Goias e depositada no
Banco de Germoplasma Microbiano da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), com alto potencial
entomopatogénico contra a broca da cana-de-acucar, denominada
S76 e classificada como subespécie kurstaki (Figura 3). Neste
trabalho, foram analisadas em bioensaios seletivos com larvas de D.
saccharalis, cinco estirpes de B. thuringiensis provenientes do
Banco de Germoplasma Microbiano do Cenargen. Dentre as
estirpes testadas, a S76 provocou 100% de mortalidade das larvas
tratadas, enquanto as outras estirpes provocaram taxas de
mortalidade inferiores a 5%. Bioensaios especificos definiram que
13,06 ng/L (13,06 ng/mL) de massa seca produzida pela estirpe S76
foi capaz de provocar a mortalidade de 50% da populacdo de
insetos tratados, enquanto que para a estirpe HD-1 de B.
thuringiensis subespécie kurstaki, utilizada como padrao para
atividade contra insetos lepidopteros, foi necessario uma
concentracao de 143,88 ng/L (143,88 ng/mL) de massa seca. Estes
valores demonstraram que a atividade letal da estirpe S76 contra as
larvas de D. saccharalis foi aproximadamente 10 vezes maior do
gue a estirpe comercial HD-1. Foi detectada a presenca dos genes
crylAa, crylAb, cry2Aal e cry2Ab2 na estirpe S76, indicando que
as toxinas codificadas por estes genes, ou uma combinacao delas,
pode ser responsavel pela alta mortalidade provocada (GITAHY,
2000). Relatos anteriores indicam o alto efeito da toxina codificada
pelo gene crylAb para larvas de D. saccharalis (ARENCIBIA et al.,
1997; BRAGA, 2001; BRAGA et al., 2003).

ROSAS-GARCIA et al. (2004) selecionaram no México uma estirpe
de B. thuringiensis denominada GM-34, que contém 0s genes
crylAa e crylAb, pela alta atividade letal contra a broca da cana.
Foram necessarios 33,21 ng/mL de massa seca da estirpe GM-34
para matar 50% da populagdo de insetos tratados. Este valor é
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laboratérios e liberados em campo, tornando-se necesséria a
criacdo de laboratérios e mao-de-obra especializada para a
produgéo em massa desses inimigos, assim como 0 monitoramento
destas populagcbes nas grandes areas afetadas. Além disso, foi
constatada a ocorréncia de um hiperparasitéide, que sao parasitas
gue atacam outros parasitas (LIMA FILHO, 1997b), em casulos de
C. flavipes nos canaviais de Pernambuco, Alagoas, Rio de Janeiro e
Sao Paulo. Este foi identificado como Aphanogmus fijiensis Ferriére
(Hymenoptera: Ceraphronidae), com distribuicdo ja constatada em
outros paises. Também ja foi descrita a ocorréncia de outros
hiperparasitoides no Brasil e no continente americano, parasitando
pupas do taquinideo Metagonistylum minense (MENDONCA, 1996).
Todo cuidado deve ser tomado ao introduzir os parasitdides nos
canaviais para evitar o desequilibrio das populacdes presentes no
agroecossistema.

Desta forma, tem-se tentado aliar métodos de controle e outros
inimigos naturais com menor risco para a utilizacdo em grande
escala. Neste contexto, 0 emprego de virus, fungos e bactérias
entomopatogénicas vém ganhando importancia.

No controle biolégico por meio de  microrganismos
entomopatogénicos, DINARDO et al. (1988) avaliaram a utilizacéo
do virus da granulose (DsGV) no combate a D. saccharalis, porém
nao houve controle da praga. A utlizagdo de fungos
entomopatogénicos foi observada por LECUONA et al. (1996) na
Argentina, onde a ocorréncia dessa praga provocou 20% de
reducéo na producdo do milho. Neste caso, a presenca do fungo
Beauveria bassiana causou mortalidade das larvas da broca
variando de 50 a 90%.

Dentre os microrganismos entomopatogénicos, 0 mais utilizado
comercialmente é uma bactéria denominada Bacillus thuringiensis.
O bioinseticida sintetizado a partir desta bactéria é utilizado ha mais
de 50 anos para o controle de insetos, e representa um eficiente
agente para o controle microbiano de diversas pragas agricolas.

15



3. Bacillus thuringiensis

A atividade toxica do B. thuringiensis esta relacionada com a
producdo de inclusdes cristalinas protéicas (ICP) durante a
esporulacdo. As delta-endotoxinas ou proteinas Cry contidas nos
cristais, quando ingeridas por insetos susceptiveis, sdo solubilizadas
e ativadas no intestino médio e se unem as células do epitélio
formando poros e desestabilizando os gradientes osmético e idnico,
provocando a morte do inseto (SCHNEPF et al., 1998). B.
thuringiensis apresenta elevada especificidade e € ativo para insetos
das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e em descobertas
recentes, foram observados isolados eficientes contra insetos das
ordens Hemiptera, Hymenoptera, Homoptera, Isoptera, Mallophaga,
Neuroptera, Orthoptera, Siphonaptera, Thysanoptera, além de
outros grupos de invertebrados como nematdides, &caros e
protozoario. E inofensivo a insetos néo alvo, plantas, vertebrados e
ao meio ambiente (SCHNEPF et al, 1998, GLARE &
O'CALLAGHAM, 2000, POLANCZYC & ALVES, 2003, FIUZA,
2004).

Estima-se que cerca de 67.000 espécies de insetos provoquem
danos a 11 milhdes de toneladas de plantas cultivadas, equivalente
a 13% da producao agricola nacional. As regides tropicais, quase
sempre as mais pobres do mundo, sdo as que mais sofrem com a
alta incidéncia de insetos-praga (BOBROWSKIL et al., 2003).

Os bioinseticidas que contém como ingrediente ativo a bactéria B.
thuringiensis, representam cerca de 1% do mercado mundial de
inseticidas (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000), porém dentro do
universo dos agentes de controle biolégico é responsavel por mais
de 90% do faturamento SHARMA et al.,, 2000; SHELTON et al.,
2002; POLANCZYK & ALVES, 2003). O mercado para produtos a
base desta bactéria é estimado em 60 a 80 milhes de dblares por
ano. O crescimento anual do mercado de bioinseticidas é de 10 a
25%, enquanto o mercado de inseticidas quimicos apresenta taxa
de crescimento anual entre 1 e 2% (TAPPESER, 1997; AZEVEDO,
1998). Estima-se que séo aplicados anualmente no mundo 13.000
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SALAMITOU, 2000). E importante ressaltar que generalizacbes
sobre o0 impacto deste microrganismo no ambiente sdo dificeis, ja
que existem aproximadamente 60.000 isolados de B. thruringiensis
conhecidos (GLARE & O'CALLAGHAN, 2000) e 325 toxinas da
classe Cry ja caracterizadas.

4. Controle de D. saccharalis com B. thuringiensis

Desde o isolamento da estirpe HD-1 na década de 60, classificada
como B. thuringiensis subespécie kurstaki, com toxicidade superior
as estirpes até entdo utilizadas nos produtos comerciais para o
controle de insetos da ordem Lepidoptera (DULMAGE, 1970), varias
estirpes da subespécie kurstaki, e em menor quantidade de outras
subespécies, tem sido utilizada comercialmente para o controle de
insetos lepidopteros.

A atividade de B. thuringiensis para a broca da cana D. saccharalis
ja foi testada por alguns pesquisadores. BOHOROVA et al. (1996)
utilizaram 426 isolados de B. thuringiensis contra as quatro pragas
de maior importancia econbmica para cultura do milho, D.
saccharalis, D. grandiosella, Spodoptera frugiperda e Helicoperva
zea, e foram selecionados 25 isolados mais eficientes. Dos isolados
selecionados para D. saccharalis, nenhum apresentou taxa de
mortalidade superior a 60%, porém todos eles apresentaram maior
toxicidade do que a estirpe padrdo de B. thuringiensis subespécie
kurstaki HD-1.

ARENCIBIA et al. (1997) desenvolveram plantas de cana-de-agucar
expressando o gene crylAb, e em bioensaios com larvas neonatas
da broca, foi verificado que apesar da baixa expressao da proteina
CrylAb nas plantas, a atividade entomopatogénica contra D.
saccharalis foi significativa. Pesquisas desenvolvidas na
Copersucar, também utilizaram o gene crylAb para transformar
geneticamente algumas cultivares de cana-de-agUcar, com a
finalidade de conferir tolerdncia a broca D. saccharalis (BRAGA,
2001). Estas cultivares foram liberadas para testes em condi¢des de
campo em regime controlado, com a autorizacdo do Conselho
Nacional de Biosseguranga - CNTBio (processo n°
01200.000113/99-52), e os autores verificaram que as plantas de
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3.3. Impacto de B. thuringiensis no ambiente e em organismos
ndo-alvos

As preocupagbes mais evidentes dizem respeito a provaveis
desequilibrios ambientais, ao efeito dessas toxinas em organismos
nao alvo, incluindo os humanos e a incerteza da permanéncia dos
residuos das delta-endotoxinas no ambiente. Este Ultimo aspecto, ja
discutido no tépico referente as plantas transgénticas.

Resultados que demonstraram o efeito adverso do polen do milho Bt
nas larvas da borboleta monarca (LOSEY et al., 1999) provocaram
grande repercussao sobre os possiveis impactos no uso das delta-
endotoxinas. Essa pesquisa foi extremamente criticada e novos
estudos realizados na Universidade de Cornell confirmaram o efeito
larvicida do pélen de milho Bt para as lagartas da monarca. Porém,
os autores indicam que a cronologia € um fator fundamental para
gue este dano ocorra. E muitos fatores devem estar envolvidos. As
larvas precisam estar emergindo e alimentando-se ha mesma época
de polinizagdo do milho, um prazo curto que varia de 7 a 10 dias. O
polen precisa estar presente na folha de uma planta especifica
(lactifera) e a lagarta deve comé-la continuamente, sem evita-la ou
comer outra folha. A lagarta precisa ainda consumir o pélen antes
que este seja eliminado das folhas pela chuva, vento ou orvalho.

O fato de que cada classe das proteinas Cry afetam poucas
espécies de insetos e somente na fase larval aumenta a seguranca
nessas toxinas. Varios autores indicam que 0s inimigos naturais
(patogenos, predadores e parasitdides) sdo raramente afetados
(BOBROWSKI et al., 2003; POLANCZYK et al., 2003).

Em relacdo a alimentacdo humana, este microrganismo é utilizado
como agente de controle biolégico ha mais de cinco décadas,
sugerindo que as delta-endotoxinas néo tem efeitos sobre 0 homem
ou animais, excluindo os insetos alvo de controle. Embora tenha
sido verificado efeito de algumas subespécies de B. thuringiensis
sobre animais em laboratoério, esses resultados sdo variaveis.

Os riscos em utilizar B. thuringiensis devem ser sempre comparados
aos riscos em utlizar inseticidas quimicos, com impacto
reconhecidamente maior sobre o ambiente (HANSEN &
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toneladas de bioinseticidas a base de B. thuringiensis (HANSEN &
SALAMITOU, 2000).

Em 1998, existiam 200 produtos a base dessa bactéria registrados
nos EUA, desenvolvidos por varias empresas como: Abbott,
Sandoz, Bactec, Novo-Nordisk, Mycogen, Ecogen, Fermone, Solvay
e Randoja (MONNERAT et al., 1999). O continente americano é
responsavel por 50% deste mercado, principalmente Estados
Unidos e Canada. A América Latina representa apenas 8 a 10% do
total. As informagBes sobre o mercado brasileiro de bioinseticidas
sdo escassas, devido principalmente a falta de publicacbes dos
fabricantes. Em 1991, existiam sete inseticidas microbianos a base
de B. thuringiensis registrados no Brasil. Com a proposta de
regulamentacdo especifica para o0 registro de biopesticidas em
1995, novos registros foram concedidos, e em 1998, treze
formulagbes a base de B. thuringiensis tinham registro no pais.
Estas formulagbes s&o comercializadas pelas empresas Agri-
control, Abbott Lab, Novartis S.A. Biociéncias, Geratec, Solvay do
Brasil, Hoechst e Schering e Agrevo (AZEVEDO, 1998). O produto
mais comercializado € o Dipel®, Abbott (B. thuringiensis subespécie
kurtaki HD-1), eficiente para 170 lepiddpteros e pouco téxico para
outros insetos (GLARE & O'CALLAGHAN, 2000).

A utilizacdo de bioinseticidas a base de B. thuringiensis oferece
varias vantagens, como seguranca ambiental, ja que esta bactéria €
inbcua aos vertebrados e meio ambiente (KRIEG &
LANGENBRUCH, 1981); disponibilidade natural deste organismo no
solo, 4gua e insetos, jA que é uma bactéria cosmopolita; acéo
especifica contra um numero restrito de espécies; alta toxicidade
para os insetos-alvo; compatibilidade com métodos de controle
guimico e bioldgico, podendo ser utilizada em programas de manejo
integrado de pragas; e possibilidades de manipulacdo genética e
descoberta de novas estirpes mais eficientes. Dentre as
desvantagens, podem ser citadas a reduzida disponibilidade no
mercado; estreita faixa de insetos hospedeiros, que apesar de ser
uma vantagem pode ser considerada pelos agricultores uma
limitacdo; acao restrita a um estagio de desenvolvimento do inseto e
somente se este ingerir a toxina via oral (GELERNTER & SCHWAB,
1993; FRANKENHUYSEN, 1993; SCHNEPF et al., 1998).
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Estes bioinseticidas lideram o mercado a aproximadamente 5
décadas e marcou a substituicdo dos inseticidas convencionais em
diversas areas. O grande interesse nesse microrganismo gerou
muitas informagdes sobre aspectos determinantes na eficiéncia
destes produtos.

As principais formas de utilizacdo de B. thuringiensis como agente
de controle bioldgico estdo descritas abaixo.

3.1. Formas de utilizagdo de B. thuringiensis

3.1.1. Uso direto de B. thuringiensis

A principal forma de utilizacdo deste agente é a pulverizacéo direta
de uma mistura dos cristais e esporos. Os produtos comerciais s&o
obtidos ap0s o processo de fermentacdo da cultura desta bactéria, e
0S esporos e cristais sdo concentrados e formulados. Apesar da
crescente utilizagdo deste agente de biocontrole, a pulverizagéo
direta da mistura dos esporos e cristais apresenta algumas
desvantagens que limitam a sua utilizacao. O custo ainda é superior
ao dos inseticidas quimicos, € baixo o efeito residual da delta-
endotoxina nas folhas, solo e &agua, além da incapacidade da
penetrar no interior das plantas ou no solo onde algumas pragas se
alimentam (GERLENTER & SCHWAB, 1993)

PulverizacBes a base de B. thuringiensis sdo mais utilizadas para o
controle de pragas florestais, principalmente nos EUA e Canada.
Nos EUA, cerca de 2 milhdes de hectares de florestas foram
tratadas com este bioinseticida para o controle de Lymantria dispar,
Choristoneura fumifera e C. occidentalis de 1980 até 1995. Em
varios casos ocorreu a erradicagdo da praga. Na Austrélia séo
pulverizados para o controle de pragas em varias culturas, como
algoddo, tabaco, frutiferas e ornamentais (GLARE &
O'CALLAGHAN, 2000).

México e Cuba lideram a utilizacéo destes bioinseticidas na América
Latina, controlando pragas de algoddo, banana, batata, citros,
hortalicas, tabaco, milho e pastagens. Estes sdo os Unicos paises
com producdo prépria destes bioinseticidas, o que o0s torna
competitivos em relacdo aos produtos quimicos. No Brasil,
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1994), Pectinophora gossypiella (TABASHNIK et al.,, 2000),
Spodoptera exiguia (MOAR et al., 1995), S. littoralis, Cadra cautella,
Homoeosoma electellum, Ostrinia nubilalis, os coledpteros
Leptinotarsa decemlineata, Chrysomela scripta (FRUTOS et al,,
1999) e os dipteros Culex quinquefaciatus e Aedes aegypti
(ESTADA & FERRE, 1994; FRUTOS et al., 1999).

Em funcdo de caracteristicas genéticas, 0s insetos podem reagir a
pressao de selecdo no ambiente. Os individuos com capacidade de
suportar esta pressdo, transferem esta caracteristica aos seus
descendentes, aumentando a cada geracdo a frequéncia do alelo
gue fornece a resisténcia. Quando a pressdo de selecdo é
diminuida, a tendéncia a resisténcia também diminui a cada nova
geracdo, 0 que indica que a resisténcia € uma caracteristica
reversivel e esta ligada a um gene recessivo (HECKEL et al., 1999;
FERRE & VAN RIE, 2002). Em muitos casos 0s insetos séo
selecionados em laboratério apresentando resisténcia cruzada a
algumas toxinas de B. thuringiensis, mas sdo susceptiveis a
diversas outras delta-endotoxinas administradas (TABASHNIK et al.,
2000).

Evidéncias sugerem, que a resisténcia de insetos as delta-
endotoxinas estd associada a reducdo na ligacdo da toxina aos
receptores especificos presentes no intestino médio dos insetos-
alvo (FERRE et al., 1991; HERRERO et al., 2001; FERRE & VAN
RIE, 2002). Entretanto, o modo de acdo das delta-endotoxinas,
permite propor algumas hipéteses para 0s provaveis mecanismos
de resisténcia, como a incapacidade de solubilizagdo do cristal
devido a uma mudanca no pH intestinal; presenca de proteases
intestinais incapazes de ativar as toxinas, ou entdo, proteases muito
eficientes, que poderiam digerir toda a molécula de protoxina;
mudanca conformacional dos receptores; e hipersensibilidade dos
insetos-alvo (MONNERAT et al., 1999).

O desenvolvimento de resisténcia dos insetos aos patdégenos € um
processo lento e considerado como uma coevolugdo do patégeno e
do hospedeiro, e na maioria das vezes é considerada uma
caracteristica reversivel (CERDA et al., 2003).
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se obter niveis de toxina suficientemente altos para matar diferentes
espécies de insetos. Os organismos transgénicos, podem
apresentar acdo toxica diminuida em relacéo a aplicacéo direta de
B. thuringiensis, no qual a ingestdo do esporo em mistura com o
cristal aumenta a viruléncia, favorecido pela presenca de toxinas
ativas nos tecidos externos do esporo e pela multiplicagdo
vegetativa dos esporos no interior dos insetos. Uma outra
desvantagem € o fato de que o processo de registro de organismos
transgénicos € atualmente muito lento e custoso.

Fatores criticos sdo importantes para o desenvolvimento e sucesso
comercial dos agentes de controle biolégico, como a escolha de um
sistema apropriado para o agente agir onde o inseto é prevalecente,
programas especificos para aumentar a confiabilidade dos
agricultores, relacéo custo e beneficio lucrativa e normas adequadas
para registro do produto por 6rgaos governamentais, principalmente
os biotecnolégicos. No Brasil, existem varias linhas de pesquisa na
area de controle biolégico sendo desenvolvidas, tanto pesquisas
béasicas quanto aplicadas. E de se esperar, portanto, que praticas de
controle biologico estejam mais difundidas nos proximos anos, e que
novos produtos venham a ser desenvolvidos e comercializados em
Nosso pais.

3.2. Inducdao de resisténcia nos insetos a B. thuringiensis

Para evitar o surgimento de resisténcia dos insetos as delta-
endotoxinas de Bacillus thuringiensis, é necesséario compreender 0s
efeitos bioldégicos do agente de controle e os mecanismos de
resisténcia que a praga pode desenvolver.

Dos casos descritos, apenas o lepidoptero Plutella xylostella (traca
das cruciferas), desenvolveu resisténcia em condi¢cdes de campo a
produtos formulados a base de B. thuringiensis (FRUTOS et al.,
1999; FERRE & VAN RIE, 2002). Neste caso, o produto Dipel®,
comercializado pela empresa Abbott, foi utilizado em todos os
tratamentos. Outros casos foram detectados através de testes de
selecdo em condigbes de laboratério (FERRE & VAN RIE, 2002),
como com os lepidopteros Plodia interpunctella (MCGAUGHEY,
1985), Heliothis virescens, Trichoplusia ni (ESTADA & FERRE,
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aplicam-se estes produtos para o controle de cerca de 30 pragas de
importancia agricola em cerca de 150.000 hectares, numeros
pequenos quando comparados aos dos paises acima citados e ao
tamanho da area agricola brasileira. Na China estes bioinseticidas
sao utilizados em uma area de cerca de 1 milhdo de hectares para o
controle de pragas agricolas e florestais. E ja se tem relato de
pulverizacbes de produtos a base de B. thuringiensis no Egito,
Israel, Indonésia, Malasia, india e paises da Africa Ocidental
(POLANCZYK et al., 2003).

Visando obter produtos mais eficientes e que minimizem as
desvantagens da aplicacdo direta de B. thuringiensis, pesquisas
estdo sendo desenvolvidas, principalmente utilizando tecnologias
modernas como a do DNA recombinante. J& existem produtos no
mercado, obtidos a partir da transferéncia dos genes cry de B.
thuringiensis para plantas ou outros microrganismos, visando
principalmente maior eficiéncia das delta-endotoxinas no controle de
insetos, que séo abaixo descritos.

3.1.2. Plantas transgénicas

A introducdo dos genes cry em plantas, as chamadas plantas Bt foi
um dos primeiros projetos desenvolvidos na &rea da biotecnologia
vegetal. As primeiras plantas transgénicas que foram aprovadas
para comercializagdo no ano de 1996 nos EUA, foram: milho
expressando a toxina CrylAb (Mximizer™ da Novartis) para o
controle de Ostrinia nubilalis; algodao expressando a toxina CrylAc
(Bolligard™ da Monsanto) para o controle de Helicoverpa spp., e
batata expressando a toxina Cry3A (Newleaf™ da Monsanto), para
o controle de Leptinotarsa decemlineata (JOUANIN et al., 1998). A
principal cultura modificada com esses genes foi 0 milho com uma
area equivalente a 5,9 milhdes de hectares, a maioria expressando
a toxina CrylAb resistente a broca européia do milho Ostrinia
nubilalis (ZWAHLEN et al., 2003).

Dentre as desvantagens das plantas Bt, pode-se citar a diferenca do
percentual de bases dos cddons preferencialmente expressos em
plantas e os genes cry de B. thuringiensis. O genoma das plantas
possui elevado percentual de bases G (guanidina) e C (citosina),
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enquanto 0os genes cry apresentam as bases A (adenina) e T
(timina) em maior quantidade (64%). Como consequéncia os cédons
preferenciais dos genes de B. thuringiensis séo ineficientes em
plantas, determinando a ndo traducdo ou uma meia vida do mRNA
muito curta, o que leva a expressdo reduzida deste gene. A
substituicdo de nucleotideos da sequiéncia codificadora por meio da
sintese quimica ou da utilizacdo de formas truncadas, auxilia a
correta leitura para tradugcdo destes genes em plantas
(BOBROWISK et al., 2003). Muitos trabalhos foram desenvolvidos
com a finalidade de aumentar o percentual de bases G e C dos
genes cry. KOZIEL et al., (1993) alteraram a sequéncia do gene
crylAb e transformaram plantas de milho para o controle de Ostrinia
nubilalis, sendo a mesma estratégia utilizada por FUJIMOTO et al.
(1993), WUNN et al. (1996) e HIGH et al., (2004) em plantas de
arroz. ADANG et al. (1993) e PERLAK et al. (1993) alteraram o
contetdo de bases A e T do gene cry3A e transferiram para plantas
de batata. A mesma estratégia também foi adotada em plantas de
algodédo (PERLAK et al., 1990; WU & GUO, 2005). Todas essas
pesquisas demonstraram uma maior estabilidade do gene cry
transcrito, aumentando a producdo da delta-endotoxina nas plantas
transformadas (SHARMA et al., 2000).

A producéo da delta-endotoxina nas plantas oferece a vantagem da
toxina ser produzida constantemente pelos tecidos, com agéo
semelhante aos inseticidas quimicos sistémicos, tornando toda a
planta protegida inclusive contra os insetos que atacam os tecidos
internos (JOUANIN et al., 1998; SCHNEPF et al.,, 1998). Este
sistema foi considerado ambientalmente seguro, acreditando-se que
a toxina seria sintetizada dentro dos tecidos da planta ndo deixando
residuos no ambiente. Porém, varios estudos posteriores
ressaltaram a importancia de monitorar o impacto dos residuos das
toxinas Cry nas plantas geneticamente modificadas (PGM). Os
residuos destas toxinas ap0s a colheita podem acarretar problemas
para 0 ecossistema e o0 impacto depende principalmente da
persisténcia da toxina no ambiente.

PALM et al. (1996) avaliaram a persisténcia da delta-endotoxina
CrylAc codificada pelo algoddo Bt em diferentes solos, numa
concentracdo de até 1600 ng de toxina/g de solo. Os autores
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subitilis e B. licheniformis que colonizam filoplano de tomate para
controlar o lepidoptero Tuta absoluta (THEODOLUZ et al., 2003).

Um dos primeiros produtos de B. thuringiensis geneticamente
engenheirados e aprovado para 0 uso agricola nos EUA, foi o
bioinseticida MPV® (comercializado pela empresa Mycogen),
recomendado para o controle de Plutella xylostella e outros
lepidépteros. Neste produto, o gene crylAc € expresso em altos
niveis nas células de Pseudomonas fluorescens, onde os cristais
permanecem encapsulados (processo denominado CellCap®), e
que lhe confere maior persisténcia no campo (GERLENTER &
SCHWAB, 1993).

Um outro processo utilizado para aumentar o espectro hospedeiro
da bactéria foi a conjugacdo entre estirpes de B. thuringiensis,
visando explorar o sinergismo das toxinas quando ministradas em
conjunto. A finalidade deste processo é ampliar a acdo da bactéria
contra diversas pragas, ja que cada toxina de B. thuringiensis é
codificada por um Unico gene e apresenta espectro hospedeiro. Este
processo ainda pode eliminar as toxinas com baixa atividade
inseticida e incorporar outras com maior potencial (PARK et al.,
2000; POLANCZYK & ALVES, 2003). Os primeiros produtos
desenvolvidos a partir desta técnica disponibilizados no mercado
foram Foil® e Condor®, comercializados pela empresa Ecogen e
recomendados para o controle do complexo de insetos-praga da
batata e pragas florestais, respectivamente (NAVON, 1993).

Entre as vantagens oferecidas pelos microrganismos
recombinantes, estéo a relativa rapidez na sua obtencéo e o fato da
transferéncia genética estar ocorrendo entre dois microrganismos, o
gue torna desnecessério a modificacdo do percentual de bases dos
genes cry, como acontece para a transformagéo de plantas. Uma
outra caracteristica vantajosa é a facilidade de inoculacdo destes
microrganismos nas areas afetadas pelos insetos, além do fato de
gue no caso de bactérias colonizadoras de rizosfera e dos tecidos
internos da planta, a acdo da toxina pode ser direcionada aos
tecidos especificos onde o inseto-praga se alimenta.

As desvantagens no uso de microrganismos transgénicos podem
ser ampliadas para as plantas transgénicas, como a dificuldade em
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dehidrogenase e fostatase nos solos avaliados (WHEI-XIANG et al.,
2004).

3.1.3. Microrganismos transgénicos

Uma outra forma de utilizagdo de B. thuringiensis como agente de
controle biolégico, s&o o0s microrganismos transformados
geneticamente com 0s genes cry, e que apresentam algumas
vantagens em relacdo ao uso de plantas Bt. Estes genes,
introduzidos inicialmente em Escherichia coli, Bacillus subitilis,
Bacillus megaterium e Pseudomonas fluorescens, ampliaram as
possibilidades de utilizacdo de B. thuringiensis na agricultura.

As primeiras bactérias transgénicas obtidas foram as colonizadoras
de rizosfera, como P. fluorescens e Agrobacterium radiobacter
contendo o gene crylAb (OBUZOWICZ et al, 1986) e P.
fluorescens contendo o gene crylAc (HERRERA et al., 1994). Com
0 intuito de controlar pragas que se alimentam dos tecidos internos
da planta, foram promovidas a transferéncia dos genes cry para
bactérias endofiticas, como Clavibacter xyli contendo o gene crylAc
(LAMPEL et al., 1994); bactérias do género Rhizobium contendo o
gene cry3A (SKOT et al., 1990; 1994; BEZDICECK et al., 1994);
Bradyrhizobium sp. com o gene cry4 (NAMBIAR et al.,, 1990),
Azospirillum lipoferum contendo o gene crylAa (UDAYASURIYAN et
al., 1995); Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae (SALLES et al., 2000) e Herbaspirillum rubrisubalbicans
(GITAHY et al., 1997), todas bactérias endofiticas diazotréficas de
cana-de-agUcar contendo o gene cry3A para o controle do
coledptero Migdolus fryanus. Construgcdes contendo o gene crylAc7
foram introduzidas em H. seropedicae e P. fluorescens para o
controle de Eldana saccharina, broca que ataca plantas de cana,
resultando alta mortalidade nos bioensaios realizados (DOWNING et
al., 2000). Ainda foram modificados geneticamente o virus da
poliedrose nuclear Autografa californica com o gene crylAb
(MARTENS et al., 1990; CHANG et al., 2003) e cianobactérias que
servem de alimento para larvas de mosquitos, contendo os genes
cry4A e cryllA (MURPHY & STEVENS JR., 1992; XIAOQIANG et
al., 1997). O gene crylAb também foi introduzido em estirpes de B.
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avaliaram a presenca da toxina até 140 dias depois, quando ndo a
detectaram mais no ambiente. SAXENA et al. (2002) desenvolveram
estudos in vitro e in situ e detectaram a toxina CrylAb codificada
pelo gene truncado nos exsudatos da raiz do milho Bt e se
acumulando no solo onde os transgénicos foram plantados por até
350 dias apos o inicio dos estudos. Neste caso, foi verificado que a
toxina estava adsorvida na superficie de particulas de argila e
substancias humicas. ZWAHLEN et al. (2003) também investigaram
por meio de testes imunolégicos (ELISA), a persisténcia da mesma
delta-endotoxina expressa em milho Bt cultivado em clima
temperado. Num sistema de lavoura e apds dois meses, as
concentragdes de toxina diminuiram em 20% dos valores iniciais.
Em condi¢Bes de laboratério, apds 40 dias as concentracdes da
toxina CrylAb diminuiram rapidamente para 38% da concentracéo
inicial. Depois de 200 dias, foi detectado 0,3% da quantidade inicial
da toxina CrylAb. Esses dados demonstram que muito ainda tem
gue ser investigado sobre a persisténcia e o efeito dessas toxinas
no ambiente.

Algumas plantas modificadas resistentes a insetos contém coépias
Unicas dos genes cry completos, fusionados a promotores de forte
expressdo e genes marcadores. As delta-endotoxinas codificadas
por estas plantas sdo solubilizadas no suco gastrico do limen
intestinal dos insetos e quebradas até liberacdo do nucleo téxico por
proteases especificas. Ocorre lise das células do epitélio intestinal,
desbalanco osmatico e as larvas dos insetos susceptiveis morrem.
Este processo € idéntico ao ocorrido pela delta-endotoxina
codificada pelo B. thuringiensis.

Porém, algumas plantas recebem a versdo truncada do gene cry.
Plantas de milho desenvolvidas pela Ciba (agora Novartis) e
Syngenta contém coépias do gene sintético crylAb truncados. Neste
caso, a versdo truncada gera uma delta-endotoxina precursora
menor que é sintetizada ao longo do crescimento vegetativo da
planta e se mantém solivel nas células vegetais (SAXENA &
STOTZKY, 2001). A maioria das protoxinas sao soluveis em pH
maior que 9,5 e o pH nas células das planta € em média 7,6. Os
genes cry truncados codificam o nucleo toxico das delta-endotoxinas
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guase completamente ativado, se mantendo solivel no pH das
células vegetais.

Segundo TAPPESER (1997), o nudcleo téxico das delta-endotoxinas
codificados pelos genes cry truncados expressos nas plantas Bt,
podem atravessar diretamente a membrana peritréfica sem os
passos de clivagem que acontecem com a protoxina. Larvas
alimentadas com o nudcleo toxico apresentam uma interacdo
patogeno — hospedeiro diferente daquelas alimentadas com a
protoxina. As plantas transgénicas contendo as copias truncadas do
gene, podem aumentar o surgimento de resisténcia nos insetos e
diminuir a especificidade quando comparadas aos insetos tratados
com as protoxinas.

Outra desvantagem frequentemente apontada em relagdo as
plantas transgénicas expressando a delta-endotoxina é a inducéo de
resisténcia nos insetos, devido a sua exposicdo constante a
determinados niveis de toxina (AZEVEDO, 1998; PEREIRA et al.,
1998; GLARE & O'CALLAGHAM et al., 2005). Algumas estratégias
podem ser adotadas para prevenir este problema, como a producao
de varias delta-endotoxinas na mesma planta. Sabendo-se que a
resisténcia dos insetos a proteinas Cry pode estar relacionada com
a reducdo da ligacdo da toxina aos receptores especificos do
intestino (FERRE et al., 1991), e que existe alta especificidade entre
0s receptores e as diferentes delta-endotoxinas (BOSH et al., 1994),
fornecer ao inseto varias toxinas ao mesmo tempo pode minimizar o
problema de resisténcia. Se o inseto adquirir resisténcia em funcao
de uma determinada proteina, outra ainda permanecera ativa. Outra
estratégia para prevenir o surgimento de resisténcia, seria a criagdo
de areas cultivadas na lavoura com plantas néo transgénicas. Essas
plantas-isca servem de reflgio para os insetos, 0 que levaria a uma
diluicdo na populacdo com alelo de resisténcia. A criacdo de
refagios na lavoura € uma medida especificada como condi¢éo de
cultivo no rétulo do produto (PEREIRA et al.,, 1998). Um outro
método utilizado é a expressdo da toxina direcionada para tecidos
especificos ou controlada temporalmente para determinada fase de
desenvolvimento da planta, o que limitaria a expressao continua da
toxina. Neste caso, algumas estratégias ja foram desenvolvidas,
como a insercdo dos genes cry em cloroplastos ou sob o controle de
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determinados promotores como o PEPC (fosfoenolpiruvato
carboxilase), promovendo a expressao da toxina apenas nos tecidos
verdes, ou sob controle de outros promotores, direcionando a
expressdo do gene em determinados tecidos (MCBRIDE et al.,
1995; CAROZZI & KOZIEL, 1997). A natureza procaridtica dos
plastidios vegetais permite a transcricdo dos genes cry, traducdo e
processamento do RNA mensageiro de forma mais eficiente. Porém,
a transformacgéo de cloroplastos ndo € uma técnica simples e néao
pode ser utilizada como rotina para a maioria das plantas, com
aplicacdo restrita a plantas modelo de tabaco e tomate
(BOBROWISK et al., 2003).

Alguns casos de resisténcia de insetos as delta-endotoxinas ja
foram relatados. As bases tedricas para a indugdo da resisténcia,
assim como os exemplos ja existentes serdo discutidos mais
adiante.

Em funcédo da pressdo da sociedade em relacdo ao uso dos
organismos geneticamente modificados, e de investimentos nas
pesquisas de impacto ambiental provocados por estes organismos,
resultados preliminares estdo sendo obtidos nesta area. CHEN et al.
(2004), observaram alta intensidade no metabolismo do nitrogénio
no algoddo Bt quando comparadas as plantas ndo transgénicas,
especialmente durante o desenvolvimento do capulho. Os autores
apontam esta caracteristica como prejuizo em relagdo as plantas
nao transgénicas, ja que ocorrera maior demanda de nitrogénio no
algodéo Bt.

Varios trabalhos tem sido realizados com o intuito de investigar o
efeito das PGM na microbiota e na atividade enzimética do solo.
Foram avaliados os microrganismos do solo cultivado com plantas
de arroz contendo o gene crylAb e aqueles de solo cultivado com
plantas ndo transgénicas. Os resultados indicaram que o arroz Bt
avaliado (Transgenic rice KeMingDao) ndo foi téxico para a
variedade de microrganismos avaliadas (bactérias aerdbicas,
actinomicetos e fungos, bactérias anaerdbicas fermentativas,
bactérias denitrificantes, bactérias acetogénicas produtoras de
hidrogénio e bactérias metanogénicas). Os autores também nédo
observaram diferenca significativa na atividade das enzimas

23



