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o contexto das aplicacoes

biotecnologicas do ento-

mopatogeno B. thuringi-

ensis, aqui se encontram

dados bibliograficos sobre

a transformacao genética

de plantas, com genes de
B. thuringiensis e outros, que conferem
resisténcia ou tolerdncia das plantas hos-
pedeiras aos insetos-praga. As espécies ve-
getais apresentam naturalmente uma re-
sisténcia aos insetos fitéfagos, diferenci-
ando assim os grupos de pragas em fun-
¢ao das plantas hospedeiras. A resistén-
cia vegetal estd baseada em virios meca-
nismos de defesa, incluindo uma gama
de metabdlitos secunddrios nocivos pro-
duzidos pelas plantas. A biotecnologia ve-
getal, através do desenvolvimento de téc-
nicas de biologia celular e molecular de
vegetais superiores oferece novas possi-
bilidades ao melhoramento de plantas cul-
tivadas, facilitando a obtencao de plantas
resistentes ao ataque dos insetos. A trans-
formacao genética e a regeneragao in vi-
tro de plantas, somadas a disponibiliza-
cio de genes de interesse agrondmico,
destinados a introduc¢io em plantas, tém
permitido a geracao de plantas transgéni-
cas com caracteristicas especificas, sem o
rompimento de combinacdes genéticas ja
selecionadas pelos programas convenci-
onais de melhoramento genético de plan-
tas cultivadas. A transformacdo de plan-
tas com genes de origem microbiana, ve-
getal e animal, os quais codificam especi-
ficamente toxinas com efeito inseticida,

vem sendo considerada uma alternativa re-
levante junto aos métodos de controle de
insetos-praga das plantas de interesse eco-
nomico, onde se destacam as plantas-Bt
resistentes a diversas ordens de insetos,
principalmente aos lepidépteros e coleop-
teros.

1.1 Genes de
B. thuringiensis em plantas

B. thuringiensis apresenta um geno-
ma de 2,4 a 5,7 milhoes de pares de ba-
ses, com elementos extracromossomicos
lineares ou circulares (Carlson et al., 1994).
Os genes cry estao localizados em plas-
midios, sendo esses responsaveis pela sin-
tese de diferentes proteinas inseticidas,
cuja clonagem e caracterizacao desses
genes em 1981 (Schnepf & Whiteley, 1981)
revelou novas perspectivas de aplicacao
do entomopatogeno. Entre essas se encon-
tra a transgenia que permite introduzir os
genes de B. thuringiensis codificadores das
toxinas nos genomas dos vegetais, permi-
tindo a expressao continua das proteinas
em todos os tecidos da planta e atingin-
do, assim, apenas os insetos-praga que se
alimentam dos tecidos (de Maagd et al.,
1999). A primeira geracao de plantas trans-
génicas resistentes a insetos foi desenvol-
vida com o uso de genes codificadores de
proteinas inseticidas de B. thuringiensis
(Fischhoff, 1987; Vaeck et al., 1987).

Os genes cry de B. thuringiensis sio
talvez os exemplos mais conhecidos de
genes exdgenos para os quais tem sido
dificil obter um nivel satis-
fatério de expressio em
plantas transgénicas (Dichn
et al.,1996). A baixa expres-
sao dos genes de B. thurin-
giensis em plantas tem sido
associada a instabilidade
das moléculas de mRNA,
uma caracteristica ampla-
mente observada da expres-
sao destes genes em plan-
tas € o pouco ou nenhum
acimulo de mRNA mesmo
quando sob controle de
promotores fortes. Para tan-
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to varias modificacoes tém sido testadas
para aumentar a eficiéncia de expressao
destes genes, como adaptar os cédons pre-
ferenciais de bactérias para codons prefe-
renciais de plantas e/ou aumentar o con-
teido de G/C nas seqliéncias codificantes
(Perlak et al., 1991), retirada de sitios de
splicing, modificacoes dos sinais de poli-
adenilacao dentro da regiao codificante
(Koziel et al., 1993), inser¢io de introns
na regiao 5’ da sequiéncia nao traduzida
(Jouanin et al., 1998) bem como a inser-
¢ao de genes nativos em cloroplastos ini-
cialmente restrita a tabaco (McBride et al.,
1995).

Genes parcialmente ou totalmente sin-
téticos tém sido construidos, nestes genes
a sequiéncia de nucleotideo é modificada
sem a troca da seqiéncia de aminodcido,
a expressao destes genes em plantas au-
mentou significativamente (de menos de
0,001% de proteina soltvel na folha para
até 1%), sendo os genes totalmente sinté-
ticos os mais eficientes em testes de cam-
po (Jouanin et al., 1998).

Os estudos iniciais se basearam em
plantas como tabaco e tomate (Barton et
al., 1987; Fischhoff et al., 1987; Vaeck et
al., 1987) devido as facilidades de trans-
formacao, cultivo em casa de vegetacio e
crescimento rapido. Vdrios genes quimé-
ricos contendo um gene promotor de ori-
gem vegetal; a seqiiéncia completa do gene
crye uma regiao de poliadenilacao foram
introduzidos em tabaco e tomate, porém
nenhuma expressao foi detectada em ta-
baco e niveis muito baixos foram obser-
vados em tomate (Perlak et al., 2001).

A truncagem da seqliéncia codificadora
do gene cry por eliminacao da metade 3’
desta seqiéncia aumentou a expressio
para niveis detectdveis de proteina e mRNA
(Estruch et al., 1997). Os primeiros testes
de campo com versoes truncadas do gene
cry foram eficientes no controle de Heli-
coverpa zea no caso do tomate (Perlak &
Fischhoff, 1993), porém nao no controle
de Heliothis virescens no caso do algodao
(Jenkins et al., 1991). Os resultados mais
efetivos foram obtidos utilizando genes sin-
téticos (Perlak et al., 1990; Perlak et al.,
1991; Van der Salm et al., 1994).



Tabela 1. Genes de B. thuringiensis utilizados na engenharia genética de plantas

Plantas
Alamo

Alfafa
Algodao

Amendoim
Arroz

Batata

Berinjela

Brocolis
Canola

Fumo

Milho

Repolho
Soja
Tomate

Genes

crylAa

cry3Aa

crylCa

crylAb

crylAce cry2Ab
crylFe crylAc

crylAbe Vip3Aa
crylAc
crylAc
crylAa
crylAb

crylAc
crylAbe crylAc

crylB
crylC
cry2A4
crylAb
crylAb
cry3Aa

crylAb
cry3A4
cry3B
crylC
crylAc

crylAc
crylAa
crylAb
crylAbe cpTl
crylAb
crylAc

crylC

cry24

crylAb
cry9c
crylF
crylAc
cry3Bb1

cry34Abl e cry35Ab1

crylAbl e cry3Bbl

crylF + cry34Abl e

cry354b1

cry3A4e crylAb
crylAe cry24b2
crylA + cry2Ab2 e
cry3Bb1

crylAc

cry3A4

crylAb

crylAc

crylAb

crylAc

Insetos-Alvo

Lymantria dispar (L.)
Chrysomela tremulae F.

Spodoptera litoralis (Boiusduval)

Heliothis virescens, Helicoverpa zea

Spodoptera exigua, Pseudoplusia includens (Walker)

Helicoverpa zea, Heliothis virescens, Pectinophora gossypiella, Estigmene
acrea, Bucculatrix thurberiella, Pseudoplusia includens, Spodoptera
exigua, Spodoptera frugiperda, Spodoptera ornithogalli, Ostrinia

nubilalis

lepidopteros
Elasmopalpus lignosellus
Chilo suppressalis

Cnaphalocrocis medinalis, Chilo suppressalis, Scirpophaga
incertulas, Cnaphalocrocis medinalis, Herpitogramma licarisalis;
Sesamia inferens, Naranga anescens, Mycalesis gotama, Parnara

guttata.

Chilo suppressalis, Nilaparrata lugens, Scirpophaga incertulas

Chilo suppressalis, Scirpophaga incertulas, Ostrinia nubilialis,

Cnaphalocrocis medinalis
Chilo suppressalis

Scirpophaga incertulas, Cnaphalocrocis medinalis
Scirpophaga incertulas, Cnaphalocrocis medinalis
Phthorimaea operculella (Zeller)

Heliothis armigera (Hubner)
Leptinotarsa decemlineata

Leucinodes orbonalis Guenée

Leptinotarsa decemlineata (Say)

Leptinotarsa decemlineata
Plutella xylostella (L.)

Thrichoplusia ni (Hibner), Spodoptera exigua (Hubner), Heliothis
virescens (Fabr.), Helicoverpa zea (Boddie)

Plutella xylostella
Manduca sexta (L.)
Manduca sexta
Manduca sexta
Manduca sexta

Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Spodoptera littoralis

Spodoptera littoralis

Helicoverpa armigera, Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Spodoptera

exigua
Ostrinia nubilalis (Hubner)
Ostrinia nubilalis

Diatraea grandilosella, Ostrinia nubilalis

Ostrinia nubilalis

Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi

Diabrotica virgifera

Ostrinia nubilalis, Diatraea grandiosella, Diatraea crambidoides,
Diatraea saccharalis, Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda,
Elasmopalpus lignosellus, Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi
Ostrinia nubilalis, Agrotis ipsilon, Helicoverpa zea, Spodoptera
Sfrugiperda, Elasmopalpus lignosellus, Diabrotica virgifera, Diabrotica
barberi, Diatraea crambidoides, Diatraea grandiosella, Diatraea
saccharalis, Striacosta albicosta

Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi

Ostrinia nubilalis

Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi

Plutella xylostella

Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Pseudoplusia includens

Heliothis virescens
Helicoverpa armigera
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Genes de B. thuringiensis codificado-
res de proteinas Cry foram isolados e in-
troduzidos em plantas agronomicamente
importantes utilizando diferentes métodos
de transformacao genética como aqueles
que empregam Agrobacterium, transfor-
macao direta de protoplastos e bombar-
deamento de particulas ou biobalistica.
No inicio dos anos 80, o primeiro gene
cry foi clonado e expresso em Escheri-
chia coli (Schnepf & Whitley, 1981), sen-
do no final dessa década produzida a pri-
meira planta de tomate com genes de B.
thuringiensis (Fischhoff, 1987). O milho
Maximizer™ da Novartis, o algodao Boll-
gard™ e a batata Newleaf™ da Monsanto
foram introduzidas no mercado norte-
americano em 1995, sendo genericamen-
te conhecidas como plantas-Bt (Jouanin
et al.,1998). Atualmente, o milho-Bt é a
planta transgénica mais cultivada no mun-
do, ocupando 15% da area global cultiva-
da com transgénicos em paises como
EUA, Canadi, Argentina, Africa do Sul,
Espanha e Franca. O algoddo-Bt ocupa o
segundo lugar em dreas plantadas, repre-
sentando aproximadamente 7% da drea
cultivada com transgénicos (James, 2000).
Além do milho, da batata, do tomate e do
algodao, outras plantas cultivadas expres-
sam uma ou vdrias proteinas Cry para o
controle de lepidopteros e coledpteros
(Tabela 1) e outras plantas-Bt de espéci-
es cultivadas estao em fase de desenvol-
vimento em laboratérios ou em testes de
campo (Oecd, 2001).

Atualmente estao registradas mais de
300 sequéncias de genes cry, indicando
que a proxima geracao de plantas-Bt de-
verd apresentar multiplos genes cry, ofe-
recendo aos produtores um maior espec-
tro de protecao contra diferentes insetos-
praga e reduzindo a probabilidade dos
mesmos desenvolverem resisténcia.

As pesquisas também estiao voltadas
para o incremento da expressiao dos ge-
nes de B. thuringiensis em plantas, na
selecio de novas variantes de B. thurin-
giensis mais ativas e/ou na modificacao
das sequéncias dos genes cry de maneira
a aumentar a producao de toxinas no in-
terior das plantas. Nesse sentido, Schuler
etal. (1998) relata que uma estratégia para
a maior efetividade toxica das plantas-Bt
contra insetos seria a introducao de ge-
nes nativos de B. thringiensis no genoma
dos cloroplastos, o que resulta num ele-
vado nivel de expressao. A natureza pro-
caridtica dos plastidios vegetais permite
a transcricao dos genes de B. thringiensis
e a traducio e processamento dos mR-
NAs de forma mais eficiente. Nesse caso,
alguns autores mencionam que o entrave
estaria associado a transformacio de clo-
roplastos a qual se restringe apenas a al-
gumas plantas-modelo, como por exem-
plo tabaco e tomate (Jouanin et al., 1998;
Kota et al., 1999).

1.2 Outros genes em plantas

Considerando outros genes de interes-
se a engenharia genética de plantas, os
inibidores de proteinases vegetais sao po-
lipeptidios ou proteinas que se encontram
naturalmente nas plantas e fazem parte
do sistema de defesa das mesmas contra
herbivoros. Nos insetos as proteinases sao
classificadas em diferentes grupos, vari-
ando conforme a ordem ou espécie, sen-
do estas responsaveis pela digestio dos
alimentos de onde sao assimilados nutri-
entes essenciais ao crescimento e ao de-
senvolvimento dos mesmos.

Os inibidores de proteinases serinicas
e cisteinicas vém sendo mencionados
como inibidores do crescimento e do de-
senvolvimento de alguns insetos das or-
dens lepidoptera e coledptera, respecti-
vamente. A atividade antimetabdlica dos
inibidores nao foi bem elucidada, poden-
do estes: inibirem as enzimas digestivas
diretamente; provocarem a hipersecrecao
de enzimas no intestino provocando o es-
gotamento dos aminodcidos essenciais;
afetarem o balanco hidrico, as trocas e a
regulacio enzimadtica dos insetos (Schu-
ler et al., 1998).

Inibidores de alfa-amilases podem ser
considerados um segundo inibidor de en-
zimas, também utilizados na transforma-
cao de plantas (Tabela 2). Ensaios reali-
zados com Callosobruchus sp. e Bruchus
sp. mostram que esses inibidores, como
alfa-AI-Pv oriundo do feijao comum (Pha-
seolus vuigaris), sao glicoproteinas termo-
estaveis que inibem alfa-amilases no in-
testino médio desses coledpteros pragas
de graos armazenados, bloqueando assim
o seu desenvolvimento larval (Schuler et
al.,1998).

As lectinas sao proteinas naturalmen-
te produzidas por plantas, principalmen-
te pelas leguminosas, como Glycine max
e Canavalia ensiformes, respectivamen-
te. O modo de acao destas proteinas ve-
getais nao foi bem elucidado, mas alguns
resultados de pesquisa sugerem que estas
se ligam as células epiteliais do intestino
dos insetos (Carlini & Grossi-de-S34, 2002).

Dados de pesquisa mostram que vari-
as lectinas identificadas tém efeito inseti-
cida contra diversas ordens de insetos,
principalmente cole6pteros, hemipteros e
homoépteros, porém algumas apresentam
efeito toxico para mamiferos, enfatizando
assim a necessidade de maiores investi-
gacoes nessa drea (Carlini & Grossi-de-
Sa, 2002).

Alguns genes de quitinases, peroxida-
ses e triptofano-descarboxilases vém sen-
do introduzidos em plantas visando prin-
cipalmente 2 resisténcia a insetos da or-
dem Homoptera (Schuler et al., 1998). Por
outro lado, os conhecimentos sobre os
mecanismos de acao desses produtos sao
restritos devido a elevada complexidade
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do sistema.

No controle de pragas de importincia
agricola, observa-se que, a possibilidade
de obtencio de plantas que sintetizam to-
xinas letais aos insetos através da trans-
formacao vegetal com genes oriundos de
outras plantas, microrganismos e animais,
abriu novas perspectivas ao Manejo Inte-
grado de Pragas. Outro aspecto importante
sao as novas alternativas de controle de
insetos de dificil acesso através dos méto-
dos convencionais, seja pelo modo de vida
subterraneo ou endofitico da praga alvo.

A utilizacao de plantas transgénicas
resistentes permite o acimulo do produ-
to (toxina) entomotoxico nos tecidos ve-
getais, afetando diretamente a espécie alvo
quando a mesma se alimenta do tecido
transgénico, sem causar danos as espéci-
es nao alvo, representando assim um mé-
todo alternativo para o controle de pra-
gas das plantas cultivadas associado a pre-
servacio do meio ambiente.

1.3 Seguranca das
plantas transgénicas

A liberacao comercial das plantas ge-
neticamente modificadas com genes cry
de B. thuringiensis, relatada na publica-
¢ao de Dunwell (1999), revela que os pro-
dutores norte-americanos tém adotado as
plantas transgénicas como um elemento
chave no aumento da producao vegetal.
Esse marco historico s6 chegou ao Brasil
em 2005, através da regulamentacio e li-
beracao do cultivo e comercializacio das
plantas transgénicas. Para maior detalha-
mento sobre esse assunto consultar os se-
guintes sites:

- www.ctnbio.gov.br (Comissao Técni-
ca Nacional de Biosseguranca)

- www.anbio.org.br (Associacao Naci-
onal de Biosseguranca)

Os dados de revisao de Fontes et al.
(2002) relatam a seguranca, riscos ambi-
entais e eficiéncia no controle de pragas
através do emprego das plantas-Bt. Tam-
bém os trabalhos de revisaio de Bobro-
wski et al. (2003) e Polanczyk et al. (2003)
citam alguns beneficios do uso dessa tec-
nologia, como:

e Diminuicao dos efeitos ambientais
sobre as toxinas;

e Seguranca na utilizacao;

e Reducio do uso de inseticidas quimi-
cos;

e Eficiéncia no controle das pragas;

e Protecio vegetal;

e Preservacao dos inimigos naturais;

e Reducao de doencas fangicas.

1.4 Consideracoes e perspectivas

Os dados de pesquisa tém revelado
que certas espécies de insetos, principal-



abela 2. Outros genes utilizados na obtencio de plantas transgénicas resistentes aos insetos (adaptado de Schuler et al., 1998)

GENES / PRODUTOS

CMe (cevada); CMTI (abobora); MTI-2 (mostarda);
PI-IV (soja); KTi3 e SKTI (soja); inibidor de
proteinase 1 e II (tomate); SI (animal);
a1AT(animal)

Pot PI-I e Pot PT-II (batata); BPTI (pancreas
bovino);

C-1I (soja); CpTI (cowpea)

OC-1 (arroz)

anti-quimiotripsina (Manduca sexta), anti-elastase
(M. sexta), anti-tripsina (M. sexta)

Inibidores de alfa-amilase

WMAI-1 (cereais)

OAI-Pv (feijao)

Lectinas

GNA (anémona), p-lec (ervilha)

WGA (trigo), lectina (arroz), jacalin
Outros

BCH - quitinase (feijao)

Quitinase (Manduca sexta)
Quitinase(tomate), Peroxidase(fumo)
TDC (crisantemo)

14K-CL (bifuncional) *

INSETOS-ALVO

Lepidoptera

Lepidoptera, Orthoptera
Coleoptera, Lepidoptera
Coleoptera, Homoptera
Homoptera

Lepidoptera

Coleoptera

Lepidoptera, Homoptera
Lepidoptera, Coleoptera
Lepidoptera, Homoptera
Lepidoptera
Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera

Homoptera
Lepidoptera, Coleoptera

PLANTAS TRANSFORMADAS / PRODUTOS

fumo, arabidopsis, batata, alfafa, beladona,
tomate

petania, fumo, bétula, alface, arroz, batata,
trevo branco

colza, dlamo, batata, fumo, maca, alface, arroz,
morango, girassol, batata-doce, tomate
colza, alamo, fumo

algodio, fumo, alfafa

fumo
feijao, ervilha, fumo

uva, colza, batata, arroz, batata-doce, cana-
de-acucar, girassol, fumo, tomate
milho

batata

fumo

colza, fumo, tomate
fumo

fumo

* bifuncional: inibidor de proteinases serinicas e de alfa-amilases

mente lepidépteros, tém adquirido resis-
téncia as proteinas Cry de B. thuringien-
sis, reforcando assim o compromisso das
futuras pesquisas na identificacao de no-
vas toxinas inseticidas. Também sao con-
siderados importantes os estudos sobre
expressiao génica, espectro de acio e es-
pecificidade das proteinas inseticidas, per-
mitindo a disponibilizacao freqliente de
novas versoes génicas mais eficazes, mais
especificas e com vantagens ainda maio-
res sobre as priticas convencionais de
controle de pragas. Ainda para evitar ou
retardar o surgimento de resisténcia de
insetos as plantas transgénicas, recomen-
da-se a adocao de técnicas de manejo ade-
quadas, sendo algumas ja relatadas por
Peferoen (1997) hd mais de uma década.

A aplicacao integrada das plantas
transgénicas na agricultura convencional,
ja ultrapassou a aceitacao publica da tec-
nologia dos transgénicos e atualmente re-
presenta uma realidade no incremento da
producdo de alimentos de origem vege-
tal, com baixo custo e impacto ambiental.
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