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RESISTENCIA DE INSETOS

A PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS

1. Introducao

As plantas geneticamente mo-
dificadas (GM) resistentes a insetos
foram resultantes da combinacio
dos conhecimentos e avancos
tecnolégicos da engenharia genética
e da moderna biotecnologia, e po-
dem ser consideradas como uma ta-
tica adicional de controle em progra-
mas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) em diversos agroecossistemas.
Neste contexto, tem sido crescente
a utilizacao de plantas GM que pos-
suem a insercdo de genes que codi-
ficam a produg¢iao de toxinas com
acdoinseticida, os quais foram obti-
dos a partir da bactéria
entomopatogénica Bacillus
thuringiensis Berliner (Bf). Entre-
tanto, a obten¢io de plantas geneti-
camente modificadas resistentes a
insetos também inclui a possibilida-
de de uso de genes de outras espé-
cies de plantas para producgio de
lectinas e inibidores de proteinases
(Locetal. 2002; Ceci etal. 2003), ou
ainda a utilizacdo de genes de ani-
mais para expressio de
neurohormoénios (Fitches etal. 2002)
e inibidores enzimdticos (Cristeller
etal. 2002). Além disso, outras estra-
tégias moleculares alternativas estao
sendo direcionadas para o melhor
entendimento da base molecular dos
mecanismos endégenos de resistén-
cia, os quais as plantas manifestam
em resposta ao ataque de vdrios
insetos herbivoros (Gatehouse 2002;
Ferry 2004). Entretanto, a aplicagao
pratica atual da biotecnologia de plan-
tas na protecio de cultivos tem se
concentrado no uso de plantas GM
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resistentes a insetos como o algodao
e o milho que expressam proteinas
inseticidas de Br.

As experiéncias com o uso de
plantas GM resistentes a insetos tém
permitido a identifica¢ado de benefi-
cios diretos proporcionados por esta
tecnologia aos agricultores e meio
ambiente. Na China, o algodao Bt
tem sido cultivado desde 1997 e
atualmente responde por 50% da
drea total cultivada com algodao na-
quele pais. O uso da tecnologia do
algodio Bi prorcionou uma reducio
de 78.000 toneladas na quantidade
de inseticidas utilizados em 2001, e
em algumas provincias chinesas foi
verificado uma redugao de 20 para 7
aplicagdes de inseticidas porsafra de
algodao (Wu et al. 2005). Conse-
quentemente, houve o registro de
diminui¢cao ematé 75% nos casos de
intoxicacao de produtores rurais por
inseticidas (Pray et al. 2002;
Toenniessen et al. 2003; Hossain et
al. 2004). Além disso, na regiao No-
roeste da China foi observada a re-
versao do quadro de resisténcia a
inseticidas como lambda-cialotrina
(piretréide) e endosulfan
(ciclodieno), o qual jd se encontrava
previamente instalado e documen-
tado naquela regiao (Wu etal 2005).
Na Africa do Sul o algodao Bf tem
auxiliado os agricultores na implan-
tagio de programas de MIP, o que
também tem resultado nas reducdes
de uso de inseticidas, indices de
intoxicacdo de trabalhadores por
defensivos, e custo de producgao da
cultura (Thirtle et. 2003). Entretan-
to, a reducdo no uso de inseticidas
promovida pelo uso de plantas GM
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se dizer que no periodo
de 1995-2003 nao foi
registrado aumento na
freqiiéncia de resistén-
cia as toxinas insetici-
das provocada pela ex-
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Figura 1. Respostas de individuos homozigotos suscetiveis (SS), resistentes (RR) e heterozigotos
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resistentes apresenta repercussoes
positivas em outros aspectos relaci-
onados a obtencao, distribuicao e
uso destes defensivos agricolas. Por
exemplo, foi observada a diminui-
¢do na taxa de exploracio de maté-
rias primas utilizadas na fabricaciao
de inseticidas, e por consequiéncia
redugdes significativas na polui¢cio
provocada por rejeitos industriais,
além de redugdes nos custos empre-
sariais e ambientais decorrentes do
transporte e armazenamento de in-
seticidas. Por fim, as plantas GM
resistentes a insetos colaboram para
que se diminua a produc¢io e o
acimulo de embalagens de
agrotoxicos, as quais muitas vezes
nao possuem um destino seguro no
meio ambiente.

Todavia, devido a expressao
continua das toxinas inseticidas ao
longo do periodo de desenvolvi-
mento, as plantas Bt exercem uma
elevada pressiao de selecao sobre as
populacdes de insetos praga que sao
alvos do controle. Assim, a preserva-
cao da suscetibilidade nas popula-
coes de insetos a toxinas presentes
nas culturas Btestd dependente da
adogao de programas adequados de
liberacdo e manejo destas plantas no
ambiente. Estas medidas tém o obje-
tivo de retardar ao maximo a evolu-
caoda resisténcia nos insetos a toxi-

nas de B. thuringiesis. Coma evolu-
cio da resisténcia , existe a possibi-
lidade de perda desta tecnologia no
MIP. Além disso, existe a chance de
que ocorram restricdes ao uso de
biopesticidas formulados a base de
Bte oaumento no uso de inseticidas
sintéticos no controle de pragas. Este
acréscimo no uso de inseticidas re-
presentaria um retrocesso no desen-
volvimento e emprego de priticas
agricolas compativeis coma preser-
vacio do meioambiente e dos recur-
sos naturais. Deste modo, diante dos
beneficios ao meio ambiente e das
consequiénciasassociadas ao desen-
volvimento da resisténcia, a
normatizacio do processo de regis-
tro, liberacao e manejo das plantas
GM tem sido regulamentada por 6r-
giaos de protecio ambiental. Por
exemplo, nos EUA a Agéncia de
Protecao Ambiental (EPA) monitora
de modo bastante programdtico a
regulamentaccio e a situacio dos
plantios de plantas GM.

Até o momento nao hd nenhum
relato de evolucio de resisténcia de
qualquer praga as toxinas de Bf no
campo a partir da exposiciao a plan-
tas GM resistentes a insetos. Em
diferentes paises, os resultados das
estratégias de manejo da resisténcia
podem ser conferidos nos dados de
programas de monitoramento da
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Diante do expos-
to, pode-se concluir que
aadocgio da tecnologia
de plantas GM em pro-
gramas de MIP exige o
estabelecimento de es-
tratégias para o manejo
pro-ativo da resisténcia de insetos. O
manejo da resisténcia de insetos
pode ser definido como o conjunto
de praticas que devem ser adotadas
com o objetivo de reduzir o potenci-
al para a evolucdo da resisténcia na
populacio da praga. Neste sentido,
programas de monitoramento da
suscetibilidade das pragas-alvo sao
indispensdveis para que se acompa-
nhe o desempenho das estratégias
de manejo para o retardamento da
evolucao da resisténcia.

2. Potencial para Evolucao da
Resisténcia a Toxinas de
Bacillus thuringiensis
em Plantas GM

A bactéria B. thuringiensis é
um microrganismo de solo, gram-
positiva, que foi inicialmente isolada
no Japao por Ishiwata e descrita por
Berliner em 1915. Este patégeno
apresenta a capacidade de formar
cristais contendo endotoxinas, as
quais sao proteinas comacio inseti-
cida, durante a fase de esporulacao
do seu ciclo de desenvolvimento.
No entanto, sabe-se que proteinas
inseticidas da fase vegetativa (VIP)
também sao produzidas antes da
esporulacio.

Os cristais de diferentes linha-
gens de Bf podem conter uma série



Tabela 1 - Sobrevivéncia de linhagens de insetos selecionadas em laboratério em plantas

(Modificado de Tabashnik et al., 2003)

Cultua Bt Toxina de Bt
Milho CrylAb ou CrylAc
Algodao CrylAc
Batata Cry3A

Inseto Linhagem RR?2
O. nubilalis KS-Sc 70
H. armigera CrylAc-sel 13
BX 57

H. virescens YDHD2 10.000

P. gossipyella AZP-R 3.100

APHIS-96-R > 100

L. decemlineata Bt-R > 400

Bt comercialmente cultivadas

Sobrevivéncia

na cultura Bt Referéncia
(%)°

0 Huang et al., 2002
25 Fan et al., 2000
58 Akhrust et al., 2003
0 Tabashnik et al., 2003
45 Morin et al., 2003
37 Liu et al., 1999
0 Wierenga et al., 1996

8RR (Razdo de Resisténcia)= CL,, da linhagem resistente / CL, da linhagem suscetivel

b (Sobrevivéncia na cultura Bt / Sobrevivéncia numa variedade ndo Bt da mesma cultura) X 100. Para as linhagens YDHD2 a
sobrevivéncia foi 0% no algodao Bt e no algodanao Bt.

de diferentes proteinas que possu-
emacao inseticida (ICP) as quais sao
toxicas para diferentes grupos de
insetos. Entre estas toxinas desta-
cam-se as conhecidas proteinas Cry
ou &-endotoxinas. Entretanto, o his-
térico de uso de B. thuringiensisno
controle de pragas nio ¢ recente,
pois na Francga jd no fim de 1930 foi
comercializado o Sporeine, o qual
eraum produto formulado a base de
Bt. Segundo EPA, existiam 182 pro-
dutos registrados a base de Bt em
1995. Todavia, devido a baixa esta-
bilidade em condi¢des de campo,
baixa eficiéncia no controle de espé-
cies de insetos consideradas cripticas
e reduzido espectro de acao (Ferré
& Van Rie 2002), até 1999 menos de
2% do total comercializado em in-
seticidas podia ser atribuido a ven-
das de produtos a base de Br. Em
1987, pela primeira vez genes de B¢
responsdveis pela produc¢io de pro-
teinas inseticidas foram introduzidos
e expressos em plantas de fumo.
Ap6s alguns anos os cientistas obti-
veram plantas que expressavam de
modo efetivo os genes de Bi. Deste
modo, em 1996 tornou-se possivel a
utilizacdo comercial de plantas ge-
neticamente modificadas resistentes
a insetos as quais eram eficientes no
controle de pragas. Entretanto, o
potencial de evolugao de resisténcia

de populagdes de insetos as toxinas
de Bt é uma das principais ameacas
e limitagdes ao emprego sustentdvel
de plantas geneticamente modifica-
das para o controle de pragas
agricolas.

Em condi¢des de campo, tém-
se relatos da resisténcia da traca-das-
cruciferas, Plutella xylostella
(Lepidoptera: Yponeumatidae), para
biopesticidas formulados a base de
Bt. Neste caso, foram detectados
altos niveis de resisténcia a toxina
CrylAb em populagcdoes de P.
xylostella origindrias das Filipinas,
Havai, Florida e Asia (Tabashnik
1990, 1994). Na populagao da praga
coletada no Havai foi também de-
tectada resisténcia cruzada entre as
toxinas CrylAb e CrylF. Este foi o
primeiro e até o momento ainda
representa o Unico caso de resistén-
cia de insetos a biopesticidas formu-
lados a base de Btem condicoes de
campo (Ferré & Van Rie 2002).

Por outro lado, ha varios casos
caracterizados de evolugao da resis-
téncia de insetos a toxinas de Bfem
condicoes de laboratério (Tabela 1).
No entanto, a capacidade das linha-
gens resistentes em sobreviver 2
exposicao a proteinas ou formula-
¢oes de Bt em dieta artificial ou em
bioensaios com folhas contaminadas
nao garante necessariamente a so-
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brevivéncia das larvas sobre as plan-
tas Bt (Tabela 1) Existem algumas
hipéteses que podem nos auxiliarno
entendimento destes resultados. Por
exemplo, a maior exposi¢ao dos in-
setos as toxinas em testes nos quais
se utiliza diretamente as plantas B,
oua presenca de concentracdes mais
elevadas das toxinas nas plantas GM.
Além disso, sao também considera-
das as possiveis interacoes de com-
ponentes quimicos da planta e as
toxinas de Bi, e a producao da forma
ativa da toxina inseticida ao invés da
protoxina. Vale lembrar que a
protoxina € a forma nio ativada das
d-endotoxinas, e que tem sido o
agente de mortalidade muitas vezes
testado nos bioensaios em condi-
¢oes de laboratério. Por ultimo, ha
ainda a hipétese de que diferencas
no conjunto de toxinas produzidas
pelas plantas em compara¢ao aque-
las testadas no ambiente de labora-
tério poderiam ser responsdveis pela
diminui¢ao da sobrevivéncia das li-
nhagens resistentes de insetos quan-
do expostas as plantas BL.

As toxinas Cry ou &-endotoxinas
possuem um mecanismo de ac¢do
que envolve uma série de etapas
intimamente relacionadas com a
ingestao dos cristais protéicos que
sao digeridos e solubilizados em fai-
xas especificas de pH do intestino



dio dos insetos pela
acaode células tronco
(Martinez-Ramirez &
Real 1999). Recente-
mente, foi reportada a
evidencia de uma as-
sociacdo entre resistén-
cia a toxinas de Bte o
aumento da resposta
do sistema
imunolégico de
Epbestia kuebniella
(Rahaman et al. 2004)
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Figura 2. Disposi¢cio esquemadtica da drea de refigio na forma de faixas alternadas de plantas
geneticamente modificadas e plantas convencionais. As dimensdes das dreasa serem interca-

ladas deverao ser determinadas em func¢ao da bioecologia da praga alvo.

médio dos insetos e com a posterior
libera¢do das protoxinas. As
protoxinas sdo processadas por
proteases do instestino médio dos
insetos, originando um fragmento
resistente a acio de proteases que,
por sua vez, é considerado a toxina
inseticida na sua forma ativada. A
toxina atravessa entdo a membrana
peritrofica e liga-se a receptores es-
pecificos localizados na membrana
ciliada das células do intestino mé-
dio. A ligacdo que ¢é seguida do
encaixe parcial das toxinas na mem-
brana leva a formacio de poros, lise
celular e eventualmente a morte do
inseto por inani¢ao ou septicemia.
(Férre & Van Rie 2002). Por exem-
plo, osinsetos da ordem Lepidoptera
sao particularmente sensiveis a pro-
teinas Cry1. A solubilizacao do cristal
protéico libera a protoxina de peso
molecular de 130-KDa, a qual é ati-
vada por proteases no intestino
médio, o que origina a forma truncada
e ativa da proteina inseticida a qual
tem poralvoa membrana ciliada das
células do intestino médio (Bravo et
al. 1992). Alligacao da proteina inse-
ticida nos receptores especificos do
intestino médio provoca a alteracio
na conformacio da toxina, o que
permite a inser¢do de canais de fons
ou poros na membrana ciliada que
acarretam o desequilibrio i6bnico no
intestino médio do inseto (Gill et al.
1992). Entretanto, admite-se que com
producio pelas plantas GM das toxi-

nas de Bt na sua forma ativa, existe
uma limita¢ao nas possibilidades de
alteragdes nas etapas que compre-
endem o mecanismo de acido das
proteinas de Bi. Isto porque nesta
condi¢ao ha uma sensivel reducio
no ndmero de pontos na rota de acao
destas proteinas, os quais poderiam
seralterados conferindo resisténciaa
insetos (Gould 1998).

Os estudos com relacioa meca-
nismos de resisténcia a proteinas
inseticidas de Bt tém sido bastante
explorados pelo menos nos ultimos
10anos. Até o momento, foram iden-
tificados receptores da toxina Cryl
pertecentes a familia das caderinas e
aminopeptidases N (Darboux et al.
2002). O envolvimento de caderinas
na resisténcia de proteinas Cry1Abji
foi observada em larvas de Manduca
sexta (Vadilamudi et al. 1993; 1995)
e Ostrinia nubilalis (Flannagan et
al. 2005). Porsua vez, o envolvimento
de caderinas e a toxina CrylAcja foi
verificado em Heliothis virescens
(Gahan et al. 2001) e Pectinophora
gossypiella(Morin etal. 2003). Além
disso, ja foram identificados outros
mecanismos de resisténcia de inse-
tos a toxinas de B, como, por exem-
plo, alteracdes na atividade
proteolitica de extratos do intestino
médio que afetam o processo de
ativacdo das protoxinas (Oppert
1999; Huang et al. 1999; Li et al.
2005) e inclusive a reposicao de
células danificadas do intestino mé-
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e Helicoverpa
armigera (Ma et al.
2005).

Todavia, ataxa de
evolucao da resistén-
cia ¢ afetada por uma
série de fatores genéti-
cos e bioecolégicos da praga alvo de
controle, além dos fatores
operacionais vinculados as caracte-
risticas intrinsicas das plantas GM, ao
sistema de rotagcao ou sucessio de
culturas e as estratégias de uso e
liberacdo das dessas plantas GM. A
seguir serdo apresentados os princi-
pais pontos para a compreensao da
evolucio da resisténcia de insetos a
plantas GM.

2.1. Heranga da Resisténcia e
Mortalidade de Heterozigotos

A resisténcia de insetos a inseti-
cidas e a toxinas Bt caracteriza-se
por ser pré-adaptativa. O conheci-
mento do padrao de heranga da re-
sisténcia permite a avaliacao do po-
tencial risco de evolu¢ao no campo.
Por exemplo, situagdes em que a
heranca da resisténcia € recessiva, o
resultado final € uma baixa sobrevi-
véncia dos individuos heterozigotos
porque estes se comportariam
fenotpicamente como homozigotos
suscetiveis. Por outro lado, a
dominancia da resisténcia resultaria
numa alta sobrevivéncia dos
individuos heterozigotos no campo,
0s quais se comportariam
fenotipicamente como homozigotos
resistentes. Assim, a mortalidade dos
heterozigotos é¢ um dos pontos fun-
damentais no manejo da resisténcia,
jd que de acordo com o Equilibrio de
Hardy-Weinberg, os insetos de
gendtipo heterozigoto sido, princi-
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Figura 3. Disposiciao esquemdtica da drea de refigio na forma dreas adjacentes
de plantas geneticamente modificadas e plantas convencionais. As dimensoes
dasdreasadjacentes e distincias mdximas entre estas dreas também deverio ser
determinadas em funcao da capacidade de dispersao da praga alvo.

palmente no inicio do processo de
selecio, os principais carregadores
dos alelos de resisténcia. Portanto,
uma das estratégias para retardar a
evolucio da resisténcia tem sido a
expressiao da toxina em altas con-
centracoes na planta GM para garan-
tir uma elevada mortalidade de
heterozigotos. A premissa bdsica para
o sucesso desta estratégia é a
recessividade do cardter resisténcia.

2.2. Aspectos Bioecologicos
da Praga-Alvo

O  conhecimento da
bioecologia da praga alvo de contro-
le da planta GM é fundamental para
a elaboracgao e refinamento das es-
tratégias de manejo da resisténcia de
insetos a toxinas das plantas GM.
Deste modo, a passo inicial é a cor-
reta defini¢io de quais pragas serdo
o alvo do controle proporcionado
pordeterminada planta GM resisten-
te a insetos. Em seguida, deve ser
levantada uma série de aspectos
basicos da bioecologia do inseto por
meio da revisdo da literatura e de
experimentos especificos. Estas pes-
quisas, quando conduzidas de modo
correto, podem aumentar a
confiabilidade nas estratégias de
manejo e a capacidade efetiva de

que seja retardada a evolugdo da
resisténcia. Os aspectos bioeco-
légicos relevantes na composi¢io
das estratégias de manejo da resis-
téncia envolvem, por exemplo, o
conhecimento da faixa efetiva de
movimento daslarvas da praga entre
as plantas da cultura, assim como a
capacidade de dispersao dos adul-
tos. Nao obstante, devem ser reuni-
das informacgdes sobre o habito ali-
mentar e a efetividade com que
hospedeiros alternativos sao utiliza-
dos pela praga para aalimentagioe
ou para abrigo. Neste aspecto, ¢ de
grande importincia a obtencdo de
dados da utilizacdo ndo apenas dos
hospedeiros cultivados, mas também,
das plantas hospedeiras selvagens.
De modo adicional, esforcos devem
ser direcionados para a compreen-
sdo do comportamento de cépula e
oviposicao dos insetos (Gould 1998).
Porsua vez, também deve ser consi-
derada a variedade de sistemas de
produgdao em que a cultura GM serd
utilizada e as particularidades locais
e regionais devem ser consideradas
por afetarem direitamente aspectos
como a dindmica populacional da
praga.

No estado do Arizona (EUA), a
area de algodao transgénico entre
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1997 e 1999 representou mais de
50% da drea total plantada com algo-
dao. Deste modo, a alta pressio de
selecao exercida pelas plantas
transgénicas e a auséncia de hospe-
deiros alternativos aumentard consi-
deravelmente a probabilidade de
evolucgao de resisténcia em popula-
coes de lagarta rosada (P.
gossypiella) a toxina CrylAc (Carriere
et al. 2001).

No Brasilum bom exemplo des-
tas relacdes que envolvem os inse-
tos-praga e as plantas cultivadas é o
plantio das culturas de algodao e
milho em dreas adjacentes ou em
sucessao de culturas. As culturas de
algodao e milhoapresentam insetos
pragas em comum, destacando-se
Spodoptera frugiperda(Lepidoptera:
Noctuidae). Certamente, havera um
impacto deste padriao de exploracio
da atividade agricola sobre o deline-
amento das estratégias de manejo da
resisténcia de S. frugiperdaa toxinas
presentes em plantas GM resisten-
tes a insetos.

2.3. Dose e Nimero de Toxinas
Inseticidas Expressas
na Planta GM

A dose e o nimero de toxinas
utilizadas no controle de insetos in-
fluem diretamente na mortalidade
dos individuos heterozigotos e na
probabilidade de que sejam selecio-
nados individuos resistentes. Como
mencionado anteriormente, a mor-
talidade de insetos heterozigotos ¢
um dos pontos mais importantes que
devem ser considerados na tentativa
de se retardara evolugao da resistén-
cia. A utilizacio de altas doses para o
manejo da resisténcia a inseticidas
sempre foi limitada por problemas
praticos. Por exemplo, oaumento da
dose de um inseticida torna o contro-
le quimico ainda mais caro e impra-
ticivel comercialmente. Além disso,
o uso de altas doses pode acarretar
elevada mortalidade de agentes de
controle biolégico e insetos nao-al-
vos de controle contrariando os fun-
damentos do MIP, além de colocar
em risco a saude de trabalhadores
rurais e dos consumidores pela ele-
vagio do nivel de residuos quimicos
nos alimentos.

Entretanto, a expressio de
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toxinas inseticidas de Binas plantas
GM tornou possivel a utilizagao de
altas doses como parte integrante do
manejo da resisténcia. Considera-se
como alta dose, a expressiao de toxi-
nas inseticidas de Bf em doses 25x
superiores para matar 99% de uma
populacio da praga suscetivel de
referéncia (U.S. EPA/USDA 1999).
Porém, ainda nao existe consenso
sobre os limites de mortalidade na
populaciao de insetos para que uma
planta GM seja considerada como
capaz de proporcionar o efeito de
alta dose da toxina inseticida na pra-
ga alvo de controle.
Comrelacioaobindmio dose da
toxina e mortalidade da praga alvo
de controle, as diferencas existentes
na eficiéncia do controle entre os
diferentes eventos de milho e algo-
dao Bt,aavaliacao da atividade inse-
ticida da planta Bt ao longo do seu
desenvolvimento e a expressiao de
toxinas inseticidas nos diferentes
tecidos vegetais, sio pontos impor-
tantissimos e que devem ser rigoro-
samente avaliados diante da elabora-
¢do de programas para o manejo da
resisténcia de insetos a plantas GM.
Como exemplo, tem-se o com-
plexo de pragas que ataca a cultura
doalgodiona Austrilia. Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
é uma praga importante em algumas
culturas na Asia atacando também a
cultura do algodao na Austrdlia. No
entanto, a toxina inseticida Cry1Ac,
expressa no algodao Bt Ingard®, é
cerca de 30 vezes menos toxica para
H. armigera do que para Heliothis
virescens (Lepidoptera: Noctuidae)
que tem sido a praga alvo nos EUA.
Resultados de pesquisa mostram que
aatividade inseticida nas plantas do
algodao Br Ingard diminui com a
maturagao das plantas e alguns indi-
viduos de H. armigera sio capazes
de completar seu desenvolvimento
nas fases mais tardias da cultura. Esta
sobrevivéncia diferencial dos inse-
tos deve ser entendida como parte
de um processo de selecio e apre-
senta-se como um sério risco para a
sustentabilidade desta tecnologia por
facilitar o desenvolvimento da resis-
téncia na populacio da praga.
Nos EUA por sua vez sao
comercializados hibridos de milho B

apresentandoa expressio da toxina
Cry1Ab os quais sdo registrados para
o controle de Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera: Crambidae). Estudos
mostram que estes eventos de milho
Btapresentam mais de 90% de con-
trole das infesta¢des iniciais de O.
nubilalis. No entanto, existem dife-
renca entre os eventos de milho Bt
que expressam a toxina CrylAb em
seus tecidos com relacio no nivel de
controle das infestacoes de O.
nubilalis que ocorrem préximas ao
final do periodo de desenvolvimen-
to das plantas de milho. Por exem-
plo, os hibridos de milho contendo o
evento 176 expressam grandes quan-
tidades da proteina inseticidas
CrylAb nos tecidos verdes e nos
graos de polen, porém baixos niveis
nos tecidos reprodutivos (Koziel et
al. 1993). Além disso, pesquisas
mostraram que o evento 176 apre-
senta redug¢io na expressiao da toxi-
na inseticida no tecido verde proxi-
mo a senescéncia das plantas
(Fearing et al. 1997; Ostlie et al.
1997). Siegfried et al. (2001) verifi-
caram a sobrevivéncia e danos cau-
sados pela segunda geracio de O.
nubilalis nas espigas de milho. Foi
observado que as lagartas que sobre-
viveram quando presentes nas plan-
tas Brhaviam sido expostas a doses
subletais de CrylAb. Portanto, hd
alta probabilidade de ocorréncia de
aumento da pressio de selecao para
a resisténcia. Isso porque nestas situ-
acoes a concentracao de toxina inse-
ticida presente nas plantas era me-
nor que a necessaria para matar os
individuos heterozigotos. Deste
modo, o evento de milho Bt 176 foi
retirado do mercado norte-america-
no por representar um risco conside-
ravel a rdpida evolugio da resistén-
cia a toxina Cry1Ab. Como discutido
anteriormente, a mortalidade de
heterozigotos ¢ um dos pontos criti-
cos no sucesso das estratégias de
manejo da resisténcia a plantas GM.
Admitindo-se uma planta de algodao
ou milho B que nao atenda as pre-
missas da definicao de alta dose, os
insetos heterozigotos poderiam so-
breviver na drea Bl e aumentarem a
freqiiéncia dos genes de resisténcia
na populagao.

Apesarda estratégia de alta dose
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eadoc¢iode dreas de refigio seruma
das mais utilizadas e com excelentes
resultados principalmente nos EUA,
o manejo da resisténcia pode tam-
bém ser elaborado para plantas GM
que expressdo em seus tecidos as
toxinas inseticidas em baixa dose.
Entretanto, por nio atingir a alta
dose, estas plantas poderiam permi-
tir a selecdo e consequiientemente a
sobrevivéncia de individuos parcial-
mente resistentes (ex: insetos
heterozigotos com apenas umalelo
de resisténcia) e, portanto, levando
ao aumento da freqiiéncia de resis-
téncia na populagao da praga. Assim,
as plantas GM expressando toxinas
de Bt em baixa dose podem repre-
sentar um risco considerdvel para a
sustentabilidade de culturas GM quan-
do comparadas a expressao em alta
dose, caso os agentes de controle
natural da praga ndoatuem de modo
sinérgico com as plantas GM.

3. Estratégias para o Manejo
da Resisténcia a Toxinas
em Plantas GM

Os programas de manejo da re-
sisténcia apresentam os objetivos
principais de evitar, retardar, ou
mesmo, revertera evolucdo da resis-
téncia. As estratégias para o manejo
da resisténcia de insetos praga a
plantas Bf podem ser divididas nas
seguintes categorias:

* Uso de plantas com altas do-
ses das toxinas Bf juntamente com
plantio de dreas de refugio

* Uso de plantas com mais de
um gene de Bt

* Usosimultineo de diferentes
toxinas de Bt em diversos hibridos
ou variedades comerciais de plantas
GM

* Uso de plantas com baixo ni-
vel de expressio dos genes respon-
sdveis pela producio das toxinas
inseticidas

* Uso de plantas com expres-
sdo dos genes Bt direcionada para
determinados tecidos ou estddios
fenologicos

3.1. Alta Dose e Areas de Refiigio
Esta estratégia baseia-se na uti-
lizacdo de plantas geneticamente



modificadas que expressam toxinas
de Bremaltas doses nos seus tecidos
e o plantio e manutencio de dreas
de refigio. A obtencio de plantas Bt
com altas doses de toxinas nos teci-
dos apenas tornou-se uma alternati-
va no manejo da resisténcia no inicio
da década de 90. Nesta época, foi
demonstrado que a partir de altera-
¢coes especificas na sequéncia de
DNA dos genes de Bt foi possivel
obteraumentos significativos na pro-
ducio e acimulo de toxinas insetici-
das nos tecidos da planta GM. Desde
modo, em teoria restariam nas areas
cultivadas com as plantas Bfapenas
uma pequena quantidade de insetos
heterozigotos, além dos individuos
homozigotos resistentes que sio
bastante raros no inicio da evolucao
da resisténcia. Por esta razao, pode-
se dizer que as plantas Bl com altas
doses das proteinas inseticidas per-
mitem que a resisténcia seja consi-
derada funcionalmente recessiva
(Figura 1). Nos EUA todos os hibri-
dos de milho Btdisponiveis ao agri-
cultor expressam as toxinas insetici-
das em alta dose para o controle de
O. nubilalis. Ja no caso do algodao
Bt, os cultivares disponiveis prova-
velmente produzem o efeito de alta
dose para H. virescens e P.
gossypiella, enquanto que nenhum
dos eventos disponiveis atinge os
requerimentos de alta dose no con-
trole de Helicoverpa zea
(Lepidoptera: Noctuidae).

Porsua vez, as dreas de refugio
devem ser suficientemente atrativas
para a oviposi¢ao da praga alvo do
controle, e deste modo servirem
como um reservatério de insetos
suscetiveis. Para que a estratégia da
alta dose e dreas de refdgios funcio-
ne, os insetos da drea de refigio
devem imigrar para a drea cultivada
com plantas Bt. Por consequiéncia,
se a freqiiéncia inicial do alelo de
resisténcia for baixa tem-se que a
maioria dos insetos serd homozigoto
suscetivel. Logo, espera-se que 0s
raros individuos homozigotos resis-
tentes acabem na maioria das vezes
por acasalar com individuos
homozigotos suscetiveisadvindos das
areas de refugio. Portanto, a geracio
subseqliente serd composta nova-
mente em sua maioria por individu-

os heterozigotos que serdo susceti-
veis devido a expressao das toxinas
de Biem alta dose. Para que a drea
de refugio funcione de modo efeti-
vo, admite-se que o nimero de inse-
tos homozigotos suscetiveis deva ul-
trapassar a soma do numero de
heterozigotos e homozigotos resis-
tentes em uma propor¢ao maior ou
igual a 500:1 (EPA 1998).

Entretanto, o sucesso da estra-
tégia da alta dose associada a dreas
de refugio depende da satisfacao de
uma série de premissas envolvendo
questdes operacionais da plantas GM
e bioecoldgicas da praga alvo do
controle, tais como:

* Asplantas devem produziras
toxinas inseticidas em doses 25x o
necessario para matar 99% dos inse-
tos suscetiveis.

* Afreqiiéncia inicial dos genes
de resisténcia deve ser baixa

* O padraode heranca da resis-
téncia deve ser recessivo

* Oacasalamento deve serale-
atério entre os individuos
homozigotos resistentes e susceti-
veis.

* Orefigio deve estarlocaliza-
do de modo a assegurar o
acasalamento aleatério entre os in-
setos presentes nas dreas com plan-
tas GM e na drea de refagio.

* Deve haversincronia na emer-
géncia de insetos adultos entre as
duas areas. Possiveis diferencas no
tempo de desenvolvimento podem
comprometer o acasalamento alea-
tério entre os individuos resistentes
e os suscetiveis.

A disposi¢iao das dreas de refu-
gio é um dos pontos de grande
discussao para o manejo da resistén-
cia. As possibilidades envolvem a
disposi¢do do refugio internamente
a drea Bt na forma de faixas de
plantio (Figura 2), ou estruturado
externamente as dreas de plantas Bt
(Figura 3), ouainda através da mistu-
ra de sementes GM e convencionais.
Deve-se salientar que a disposi¢ao
dorefugio estd intimamente relacio-
nada com a bioecologia da praga
alvo de controle da planta Bf. Nas
espécies de insetos nas quais as lar-
vas nao se dispersam entre as plan-
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tasno campo, a utilizacao de mistura
de sementes ou linhas de plantio de
plantas GM e convencionais seria a
forma ideal de disposi¢io de refuigio.
Neste caso, ¢ possivel se assegurar
que a cultura GM possuiuma drea de
refigio com desenvolvimento
fenolégico e praticas adicionais apli-
cadas para controle de pragas seriam
exatamente as mesmas nas plantas
GM e nas convencionais. Este tipo
de disposi¢io para a drea de refugio
vem sendo empregado na cultura do
algodao Bino Arizona, onde a lagarta
rosada, P. gossypiella, é a pragaalvo
de controle. As larvas de P.
gossypiella apresentam movimento
limitado entre plantas de algodao e a
dispersiao de adultos também ¢é res-
trita. Além disso, este inseto apre-
senta uma faixa limitada de plantas
hospedeiras. Neste caso, com base
em informacdes sobre a bioecologia
de P. gossypiella, recomenda-se o
plantio de 1 linha de algodao nio Bt
a cada 6 linhas da cultura Bt. No
entanto, hd casos nos quais as larvas
se dispersam entre as plantas e aca-
bam poralimentar-se nos diferentes
hospedeiros presentes no campo.
Nestas situagoes, a alta mobilidade
das formas larvais reduziria a propor-
¢ao de individuos que se desenvol-
veriam no refugio. Isso porque indi-
viduos suscetiveis que se encontram
nas plantas convencionais poderiam
se dispersar para plantas Bf e serem
controladas pelas toxinas inseticidas.
Além disso, larvas de gendtipo
heterozigoto que seriam mortas en-
quanto neonatas poderiam sobrevi-
ver a0 mover-se para plantas Bfem
um estddio larval mais desenvolvido.
Desta maneira, nas situacoes em que
a praga alvo do controle apresenta
nas larvas uma elevada taxa de dis-
persdo entre plantas, tem-se reco-
mendado a ado¢io de modo prefe-
rencial de um refigio estruturado
posicionado externamente a drea B.
Asdreas destinadas a refdgio devem
ser localizadas para otimizar o
acasalamento aleatdrio entre os in-
setos suscetiveis da drea de refigio e
0s possiveis resistentes que sobrevi-
vem na area Bt. Portanto, a localiza-
¢do da drea de refugio externa ¢
definida em funcao de informacoes
bdsicas sobre o movimento dos inse-



tos adultos juntamente com o com-
portamento reprodutivo e de
oviposi¢io da praga.

3.2. Plantas Expressando
Duas ou Mais Toxinas
de Bt - Piramides de Genes

A piramide de genes € uma das
opgoes dos agricultores para o ma-
nejo da resisténcia de insetos a toxi-
nas de Bt (Ferré & Van Rie 2002).
Consiste no cultivo de uma planta
geneticamente modificada conten-
do genes que codificam duas ou
mais proteinas com a¢ao inseticida.
Este tipo de estratégia envolvendo a
mistura de agentes de mortalidade
pode ser classificado dentro do con-
junto de medidas para manejo da
resisténcia pertecentes a classica
estratégia de ataque multiplo. Por
sua vez, as proteinas inseticidas pro-
duzidas nestas plantas GM devem
ser suficientemente distintas
bioquimicamente e com baixo po-
tencial para resisténcia cruzada. Um
bom exemplo da expressido conjun-
ta de duas proteinas inseticidas na
mesma planta é o algodao Br de
marca registrada Bollgard® II
comercializado nos EUA e na Austra-
lia. Estas plantas expressam as toxi-
nas CrylAc e Cry2Ab2 as quais pos-
suem mecanismos de agao distintos
(Crickmore etal. 1998). Além disso,
plantas de algodao combinando as
proteinas Cry2Ab2 e CrylAc foram
capazes de controlar de modo efici-
ente insetos resistentes a toxina
CrylAc (Tabashnik et al. 2002). Di-
versos estudos de simulacao com
uso modelos matemadticos tém de-
monstrado que a incorporaciao de
duas toxinas na mesma planta é uma
estratégia que permite uma maior
durabilidade da tecnologia compara-
daaliberacio sequencial de plantas
GM contendo uma toxina, com pos-
sibilidades de reducao do tamanho
das dreas de refagio (Roush 1998).
No entanto, o uso de uma planta GM
com duas ou mais proteinas insetici-
dasdeve serintegrada a outras estra-
tégias de manejo da resisténcia como
a manutencao de dreas de refigio
para promover a sustentabilidade do
uso das plantas GM.

3.3. Dispor Diferentes Toxinas

em Diferentes Variedades

A disposi¢io de diferentes to-
xinas em hibridos de uma cultura por
companhias concorrentes parece ser
um dos provdveis cendrios a partir
da liberagao para o plantio de plan-
tas GM resistentes a insetos. Este
padrao de usolevaria a formacao de
mosaicos mediante a adocao de dife-
rentes plantas GM pelos agriculto-
res. Entretanto, deve-se atentar para
o fato de que numa formagao de
mosaicos, as diferentes dreas com
plantas GM nao funcionariam como
refigio em comum. Isto nao é possi-
vel visto que dependendo no nivel
de expressao das toxinas, nao have-
ria a produgio suficiente de insetos
suscetiveis em nenhuma destas are-
as. Mesmo com plantio de dreas de
refigio, o sistema em mosaico ape-
nas estaria simultaneamente selecio-
nado para a resisténcia a cada uma
das toxinas.

3.4. Uso Plantas com Baixa Dose
das Toxinas Inseticidas

A utilizacdo de doses modera-
das das toxinas inseticidas é também
uma possivel estratégia para o ma-
nejo da resisténcia as plantas GM.
Neste caso, espera-se a 4¢ao conjun-
ta das plantas Bf e de inimigos natu-
rais resulte em sucesso no controle
de pragas. Entretanto, modelos ge-
néticos mostram que o uso da baixa
dose associada ao controle proporci-
onado por inimigos naturais pode
diminuir, aumentar ou nao afetar a
taxa de incremento na freqiiéncia de
resisténcia (Gould 1998). Pesquisas
tém mostrado que o resultado desta
associacio depende dos detalhes
envolvidos nas interagdes ecologi-
cas entre a praga € os inimigos natu-
rais (Johnson & Gould 1992; Johnson
1997; Johnson et al. 1997).

3.5. Expressao Direcionada das
Toxinas Inseticidas

Esta estratégia baseia-se na
expressao das toxinas inseticidas de
modo nao constitutivo. Assim, as
possibilidades envolvem o uso de
promotores que direcionem a ex-
pressio das toxinas em um determi-
nado tecido ou estrutura vegetal, ou
ainda regulema produgao das prote-
inas inseticidas em determinados
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periodos do ciclo fenolégico que sio
criticos para a protecio da planta.
Entretanto, existe ha necessidade de
que estudos bdsicos de genética
molecular sejam conduzidos para a
detecgio destas regides promotoras.

4. O Monitoramento da Resistén-
cia as Toxinas de Bt

O monitoramento para a veri-
ficacao de alteragcdes na
suscetibilidade dos insetos alvos de
controle as toxinas de Bf é uma das
partes mais importantes dos progra-
mas pro-ativos de manejo da resis-
téncia de insetos a plantas GM. Atra-
vés deste tipo de monitoramento,
tem sido possivel nio apenas se
avaliara resultado das estratégias de
manejo implementadas em retardar
a evolucdo da resisténcia e garantira
eficiéncia das plantas Bino controle
de pragas, mas também validar mui-
tos dos pardmetros biolégicos utili-
zados em modelos matemdticos. O
passo inicial para os trabalhos de
monitoramento € o estabelecimento
da resposta natural de popula¢des
geograficamente distintas da praga
astoxinas de Bratravés do estabele-
cimento das linhas bdsicas de
suscetibilidade antes da liberacao das
culturas GM no campo. Na seqiién-
cia deve ser realizado oacompanha-
mento sistemdtico da suscetibilidade
dos insetos nestas regides preferen-
cialmente mediante o uso de con-
centra¢des diagndsticas ou
discriminatérias. No contexto prati-
co, ouso de bioensaios utilizando-se
concentragdes diagnoésticas é o mé-
todo corrente recomendado pela EPA
no monitoramento da suscetibilidade
de populacoes de insetos as toxinas
de Btnos EUA. Admite-se que estes
bioensaios seriam eficientes para
detectar a resisténcia quando a fre-
quiéncia dos alelos de resisténcia atin-
gir 1%, o qual é um valor préximo do
momento em que sio observadas
falhas no controle de pragas. (U.S.
EPA/USDA 1999). A chance de se
detectar larvas resistentes numa cul-
tura Bt ¢ funcio da pressio de sele-
¢ao exercida sobre a praga, da fre-
quiéncia inicial dos individuos resis-
tentes, e do nimero de amostras



coletadas. Por sua vez o monitora-
mento através do uso da técnica de
“F, Screen” € particularmente inte-
ressante para a deteccdo de alelos
recessivos raros na populacao de
insetos. Através desta técnica € pos-
sivel a detecio de alteracdes na
suscetibilidade das populacoes de
insetos a partir de um nimero menor
de insetos coletados no campo. Ad-
mite-se que este método apresenta
uma sensibilidade aproximadamen-
te 10 vezes maior que a utilizacao de
bioensaios com concentragoes
diagndsticas com uma geragao obti-
da a partir da coleta de parentais no
campo (Andow & Alstad 1998). As-
sim, o “F, Screen” e composto por
quatro procedimentos: inicialmente
fémeasadultas e fecundadas devem
ser coletadas no campo e no labora-
tério devem ser estabelecidas dife-
rentes linhagens a partir de uma
mesma fémea trazida do campo. Em
seguida, os individuos resultantes da
geragdo F devem ser criados e re-
produzidos dentro de sua respectiva
linhagem. Aslarvas neonatas da ge-
ragdo F,devem ser utilizadas em
bioensaios para se verificar a
sucetibilidade dos individuos a toxi-
nas de Bt. Por fim, os dados de
mortalidade dos insetos das diferen-
tes linhagens devem ser analisados
estatisticamente. O “F, Screen” €
considerado um dos nicos procedi-
mentos disponiveis que permite que
sejam detectados alelos raros e
recessivos em uma populagio de
insetos.

As dreas nas quais serdo reali-
zadas as coletas para acompanha-
mento da suscetibilidade dos insetos
nao deverio ser apenas vinculadas
aos niveis de adocio de culturas GM
pelosagricultores. As defini¢oes des-
tasdreas deverdo considerar os dife-
rentes regimes de selecio que os
insetos estardo sendo expostos, tam-
bém considerando, por exemplo, a
diversidade de culturas e o sistema
de produgio. Deste modo, 4reas com
maior pressio de selecio sobre a
populacio da praga deverio ser
criteriosamente amostradas.

5. O Manejo da Resisténcia de
Insetos a Plantas GM no Brasil

O Brasil recentemente regula-
mentou e normatizou os procedi-
mentos para libera¢io experimental
e comercial de plantas GM por
intermédia da Lei de Biosseguranca.
Certamente, a primeira geracao des-
ses organismos serd composta basi-
camente por plantas (milho e algo-
dao) resistentes a insetos expressan-
do toxinas inseticidas de Bt O
monitoramento da suscetibilidade
pragas a toxinas de Bf no Brasil
representa um enorme desafio na
tentativa de conciliar as necessida-
des praticas e as exigéncias técnicas
de um programa proé-ativo de mane-
jo da resisténcia em um ambiente
agricola altamente diversificado.

Inicialmente, ha necessidade
de se coletar e organizar os dados,
nao apenas da eficiéncia agrondmi-
ca, mas que possibilitem a caracteri-
zagdo toxicolégica desses eventos
de plantas GM resistentes a insetos.
Além disso, é necessaria uma boa
revisdo dos aspectos bioecolégicos
das pragas chave alvos de controle e
novas pesquisas que preencham as
lacunas existentes. Sem davida, ha
necessidade de que sejam definidas
quais informacoes sido prioritdrias,
para que dessa forma nao exista um
atraso nos processos de liberacao
comercial das plantas GM.

E também de fundamental im-
portancia o conhecimento dos dife-
rentes agroecossistemas no Brasil.
Este serd uma dificil tarefa para todos
envolvidos no MIP. Isto porque nas
condicoes brasileiras as diferentes
culturas tém sido exploradas de modo
intensivo e numa grande variedade
dando origem a um considerdvel
numero de composi¢des de mosai-
cos de plantas e sistemas de produ-
¢do. E justamente este cendrio que
tem proporcionado periodicamente
ainclusio de novas pragas nas dife-
rentes culturas. Entretanto, as pragas
chaves da cultura podem seraponta-
das e selecionadas para os estudos
de bioecologia destes insetos. As-
sim, hd algumas espécies de insetos
que certamente deverdo ser alvos
de estudos avancados envolvendo
movimento de larvas, adultos, com-
portamento de cépula e oviposicio,
migracio e fluxo génico, plantas
hospedeiras alternativas etc. Por
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exemplo, S. frugiperdamerece des-
taque devido a sua importancia nas
culturas de milho e algodao. Portan-
to, ha necessidade de se considerar
as estratégias de liberacao de milho
Bina elaboragiao de plano de manejo
de resisténcia emalgodao B, e vice-
versa. Sem davida, ainda sdo neces-
sarios avancos no estabelecimento
de linhas basicas de suscetibilidade
de pragas as diferentes toxinas de Bt
no Brasil, bem com a validaciao de
métodos de bioensaio para os pro-
gramas de monitoramento da resis-
téncia.

Devido ao grande potencial de
uso da tecnologia de plantas Bf no
Brasil, ha necessidade de elaboracio
de programas pré-ativos para o ma-
nejo da resisténcia as toxinas de Br.
Neste ponto, as Universidades, Insti-
tuicoes de Pesquisa, Empresas Esta-
tais e Privadas e Orgios de Regula-
menta¢io devematuar conjuntamen-
te para que todas as informacgodes
necessdrias sejam geradas do modo
mais idoneo e responsdvel, afim de
que seja depositada a confianga da
sociedade como um todo nas estra-
tégias de manejo da resisténcia. O
acompanhamento da eficiéncia das
estratégias de manejo por Laboraté-
rios, Agéncias ou Orgdos Publicos
credenciados é uma das alternativas
que podem ser consideradas num
planonacional que regulamentaria a
adogao de culturas Bt. As areas de
refigio tém sido fundamentais para
oretardamento da evolucio da resis-
téncia. Sendo assim, este é um dos
pontos que merece aten¢ao para os
programas de educaciao e
conscientizacao da sociedade sobre
a necessidade da manutencido de
dreas de refugio. Ainda, hd necessi-
dade de se pensar em planos de
mitigag¢do, caso sejam detectados
aumentos nos niveis de resisténcia
em determinadas populac¢des de in-
setos.
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