Pesquisa

TOXICIDADE DE BACILLUS THURINGIENSIS
EM ORGANISMOS NAQ-ALVO

Andresa Patricia Regert Lucho

Engenheira Agronoma (UFRGS) e Mestre em
Biologia: Diversidade e Manejo de Vida Silvestre
(UNISINOS).

Emerson Luiz Nunes Costa
Engenheiro Agronomo (UFRGS) e Mestre e Doutor em
Fitotecnia — Fitossanidade (UFRGS)

Lidia Mariana Fiuza

Diouneia Lisiane Berlitz

Biologa (UNISINOS) e Mestre em Biologia:
Diversidade e Manejo de Vida Silvestre
(UNISINOS).

Engenheira Agronoma (UPF), Mestre em Fitotecnia —
Fitossanidade (UFRGS), Doutora em Ciéncias
Agrondmicas (ENSAM-Montpellier) e Pés-Doutora em
biotecnologia Vegetal (CIRAD-Montpellier).

entomopatoégeno B. thuringi-

ensis tem elevada especifici-

dade, porém para uma utili-

7a¢Ao segura sdo Necessarios

ensaios toxicolégicos com di-

ferentes organismos nao-alvo,
sendo nesse trabalho apresentados dados
referentes a toxicidade aos inimigos natu-
rais, especialmente aos parasitoides e pre-
dadores de insetos, assim como as aves e
aos mamiferos.

1.1 Efeitos de B. thuringiensis sobre
predadores e parasitéides

Os inimigos naturais dos insetos sao
de suma importdncia, pois, além de de-
senvolverem seu papel ecologico de pre-
dacao ou parasitismo, podem ser associa-
dos aos métodos alternativos de controle
de pragas-alvo, através de criacdo massal
em laboratérios (Gallo et al., 2002). O uso
de inseticidas pode causar danos diretos e
indiretos ao controle biol6gico natural, ao
causar a mortalidade de insetos benéficos
ou reduzir sua fonte alimentar pela morta-
lidade de insetos-praga (Shepard et al,,
1987; Wick & Freier, 2000; Berti Filho &
Ciociola, 2002). Por isso, o uso de bioinse-
ticidas que controlam as pragas com baixo
impacto sobre organismos benéficos deve
ser incentivado (Fragoso et al., 2001; De-
grande et al., 2002).

Nesse sentido, Dequech et al. (2005)
estudaram a interacao entre o parasitoide
Campoletis flavicincta e B. thuringiensis
aizawai em lagartas de Spodoptera frugi-
perda em condicoes de laboratério. Os
autores avaliaram o consumo alimentar e
a mortalidade de lagartas parasitadas, in-
fectadas pela bactéria, e parasitadas e in-
fectadas, além da biologia dos parasitoi-
des emergidos a partir de lagartas infecta-
das e nao infectadas pela bactéria. O me-
nor consumo foliar e a maior taxa de mor-
talidade foram observados em lagartas afe-
tadas pelos dois agentes de controle bio-

légico. No caso do parasitéide, nido foram
verificadas alteracdes nas caracteristicas bi-
ologicas dos seus descendentes emergidos
de lagartas infectadas com B. thuringiensis.

Segundo Stevenson & Walters (1983),
embora a toxicidade de inseticidas possa
ser avaliada em condi¢oes de laboratorio,
56 € possivel medir o efeito real do pestici-
da em condicoes de campo, onde ocorrem
as situacoes naturais de abrigo, protecao,
alternativas de escape, alimentacao e sobre-
vivéncia das espécies. Esses autores tam-
bém destacam que as condicdes meteoro-
logicas, o comportamento e o ciclo de vida
de cada espécie e a dose aplicada sao fato-
res que influenciam a toxicidade dos inse-
ticidas.

Lucho (2004) avaliou a emergéncia de
parasitoides em lagartas de S. frugiperda
recapturadas em arroz irrigado com e sem
tratamento de B. thuringiensis aizawai em
condicoes de telado e a campo. A emer-
géncia de parasitoides das familias Braco-

nidae, Ichneumonidae e Tachinidae ocor-
reu em lagartas recapturadas em plantas nao
tratadas, mantidas em condicoes de telado.
Das lagartas coletadas em dreas tratadas com
o bioinseticida, tanto em telado quanto a
campo, niao foi observada emergéncia de
parasitéides.

Ja Costa (2007), durante dois anos agri-
colas, avaliou o efeito de inseticidas sobre
os inimigos naturais de insetos-praga, por
meio da quantificacdo de grupos taxono-
micos de inimigos naturais presentes antes
e ap6s a aplicacdo de produtos quimicos e
biologicos em lavoura de arroz irrigado.
Nesse estudo foram avaliados seis tratamen-
tos (quatro inseticidas quimicos sintéticos,
um inseticida a base de B. thuringiensis ai-
zawai e testemunha sem inseticidas) e cin-
co épocas de amostragem realizadas com
rede de varredura do florescimento ao en-
chimento de graos (prévia e aos 2, 7, 14 e
21 dias ap6s a aplicacao dos tratamentos -
DAT). Entre os inimigos naturais coletados
foram considerados oito subgrupos: ara-
nhas, micro-himenoépteros, coleépteros,
odonatos, dermapteros, neuropteros, dip-
teros e hemipteros. No primeiro ano do
estudo nido foram observados efeitos signi-
ficativos dos inseticidas sobre os inimigos
naturais. No segundo ano, o inseticida lam-
bdacialotrina reduziu o total de inimigos na-
turais coletados aos 2DAT. O nimero de
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Figura 1. Mortalidade de camundongos CF1 submetidos aos tratamentos
intraperitoneais com Bacillus thuringiensis, ( Susp. = suspensao contendo células
e esporos; Sob. = sobrenadante da cultura; Prot. = proteina purificada; Test. =
testemunha tratada somente com dgua; Numero total de individuos = 15 por

tratamento)

coledpteros predadores, representados em
sua maijoria por Coccinellidade (“joani-
nhas”), foi reduzido significativamente aos
2DAT por lambdacialotrina, carbaril, mala-
tiona e imidacloprido. Nos dois anos do
estudo nao foi observado efeito significati-
vo de B. thuringiensis sobre o nimero de
inimigos naturais coletados apds a aplica-
cao do bioinseticida.

Em outra pesquisa, Nascimento et al.
(1998) avaliaram o efeito de B. thuringien-
sis kurstaki sobre o predador de lagartas de
lepidopteros, Podisus nigrispinus, em labo-
ratério. Em seus resultados, nao foi obser-
vada a presenca de esporos ou células ve-
getativas do entomopatdgeno na hemolin-
fa do predador, apenas no intestino médio
e nas fezes. Os autores relatam que, em la-
boratério, sao utilizadas altas dosagens de
biopesticida e oferecido apenas uma alter-
nativa alimentar e que, em campo, o pre-
dador tem alternativas de alimentacao, nao
dependendo somente de uma presa infec-
tada.

Além dos produtos formulados a base
de B. thuringiensis, atualmente as pesqui-
sas na area biotecnolégica visam a transfor-
macao genética de plantas com os genes
cry de B. thuringiensis para conferir a re-
sisténcia dessas plantas aos insetos-praga.
Plantas de milho, algodao e batata transgé-
nicos tém sido comercializados (Shelton et
al. 2002), porém, os dados de O’Callaghan
et al. (2005) revelam que nao foram detec-
tados efeitos dessas plantas em insetos be-
néficos, como polinizadores e inimigos na-

turais.

Nesse contexto, Romeis et al. (2008)
relatam que dados como a descricio da
cultivar, as caracteristicas moleculares dos
elementos genéticos inseridos na planta, a
natureza e a estabilidade da expressao pro-
téica, o espectro de acdo das proteinas, a
composicdo de macro e micronutrientes e
as caracteristicas morfolégicas e agronomi-
cas da planta, sao exigidos pelas autorida-
des para a regulamenta¢ao dessas plantas.
Os autores mostram que o milho modifica-
do com o gene expressando a proteina Cry
1ADb de B. thurigniensis, ativa a insetos da
ordem Lepidoptera, nao afeta insetos de
outras ordens. Ou seja, as proteinas de B.
thuringiensis sao altamente especificas, nio
atingindo artropodes nao alvos.

Na revisao de Fontes et al.(2002) sao
discutidos principios e questoes ecologicas,
impacto ambiental e efeitos de plantas ge-
neticamente modificadas no ambiente. Em
relacdo aos inimigos naturais, os autores
relatam a existéncia de fatores importantes
em relacao as plantas, como o ciclo de vida
(anual ou perene) que difere na composi-
¢ao das comunidades de artropodes asso-
ciados a essas plantas. Dos 41 trabalhos ava-
liados pelos autores, 20 foram conduzidos
em laboratorio e desses, 14 nao mostraram
efeito sobre inimigos naturais, quando uti-
lizadas plantas modificadas e nao modifi-
cadas. No restante (6 trabalhos) nao foram
observados efeitos em alguns inimigos na-
turais. E em 14 de 21 trabalhos avaliados
em campo, os autores nao mostraram dife-

renca na densidade de inimigos naturais
entre dreas com plantas-Bt e plantas nao
transgénicas. Porém, nos 7 casos restantes
ocorreu um decréscimo nessa densidade.

No trabalho de Chen et al. (2008) fo-
ram avaliados os efeitos diretos e indire-
tos da proteina CrylAc de B. thuringiensis
que esta presente em plantas transgénicas
de milho e algodao, sobre o parasitéide
da lagarta Plutella xilostella, Diadegma
insulare. Os autores utilizaram a planta
transgénica e a proteina proveniente de
uma formulacio liquida comercial (MC),
em trés tratamentos: a proteina purificada,
o produto comercial e a planta transgéni-
ca. Também avaliaram o efeito de insetici-
das a base de spinosad, indoxacarb, lamb-
da-cialotrina e cipermetrina. Em seus re-
sultados, observaram que, mais de 90% das
lagartas foram parasitadas apds a ingestao
dos tratamentos, indicando que esses nao
influenciam o parasitismo. Porém, o nud-
mero de D. insulare emergidos das lagar-
tas, diferiu entre o controle e o grupo tra-
tado com a formulac¢io comercial, mas nao
diferiu entre o controle e as lagartas trata-
das com a planta expressando a proteina
Cry 1Ac ou somente com a proteina puri-
ficada.

Os autores citados também demons-
traram que o parasitéide D. isulare foi al-
tamente suscetivel aos inseticidas comu-
mente utilizados para o controle das la-
gartas de P. xylostella, ocorrendo a morte
dos mesmos apos duas horas de contato.
Sendo assim, os inseticidas usados afetam
as populacoes do parasitéide e, conse-
qlientemente aumentam as populacoes do
inseto praga-alvo, no caso, P. xylostella.

Estudo semelhante foi realizado por
Torres & Ruberson (2008) com a mesma
proteina expressa em plantas de algodao.
Os resultados desse estudo mostraram que
a proteina foi detectada em trés niveis tro-
ticos avaliados, porém, os insetos preda-
dores e parasitas das lagartas de S. exigua
nao foram afetados quando as lagartas for-
ma alimentadas com algodao transgénico.

Um caso bem polémico entre a comu-
nidade cientifica, foi o trabalho de Losley
et al. (1999) que mostrou que o milho ge-
neticamente modificado com a proteina
CrylAb de B. thuringiensis, afetou severa-
mente a populacio da borboleta monar-
ca, Danaus plexippus. Em seu trabalho foi
comparado a alimentacio, o crescimento
e a mortalidade de lagartas que se alimen-
tavam de plantas com pdlen Bt, com po-
len de milho nao modificado e plantas sem
polen. O resultado apresentou sobrevivén-
cia de 56% com milho-Bt ¢ 100% de so-
brevivéncia com polen normal e sem po-
len.

Entretanto novas pesquisas foram rea-
lizadas posteriormente como Stanley-Horn,
et al. (2001) que avaliou 6 hibridos de B.
thuringiensis em quatro cidades diferen-
tes (EUA) divididos em duas etapas (na
borda e na parte interna das lavouras) fren-
te a D. plexippus. As conclusdes dos auto-
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res fornecem evidéncias de que a quanti-
dade de podlen e a expressiao de CrylAb no
polen predizem um impacto na alimenta-
cao das lagartas da monarca, porém isso
ocorre em lagartas do 1° instar, sendo que
nao ocorrem diferencas significativas da so-
brevivéncia da monarca nas regides com
milbo-Bt e milho nao transgénico. Além
disso, os autores identificaram a mortalida-
de de lagartas poucas horas apos a alimen-
tacao em areas com milho nao transgénico
pulverizados com A-cialotrina. A sobrevivén-
cia e o crescimento foram afetados também
em dreas proximas ao local. Entretanto pes-
quisas devem continuar sendo realizadas
para entender o impacto do milho nao trans-
génico sendo que ¢ relativamente de baixa
toxicidade a borboletas monarca.

Apesar desses dados o conhecimento a
respeito da influéncia de novas tecnologias
seja para a producao de biopesticidas ou
para a transgenia, ainda sdo carentes de
informacao. Entretanto, os estudos realiza-
dos até entao indicam que efeitos nocivos
em organismos nao-alvo verificados em la-
boratério sao raramente detectados no am-
biente, provavelmente porque a quantida-
de de produto utilizada em laboratério é
superior aquela utilizada e recomendada em
campo.

1.2 Efeitos de
B. thuringiensis sobre aves

Um grupo de predadores de lagartas,
0s passaros, também deve ser avaliado em
relacao ao uso de biopesticidas ou plantas
geneticamente modificadas. Porém existem
poucos dados na literatura a respeito desse
assunto. Os autores Sopuck et al. (2002)
relatam a utilizacdo do produto comercial
Foray 48B a base de B. thuringiensis. kurs-
taki, para o controle de Lymantria dispare
avaliaram a resposta de pdssaros associa-
dos ao sul da Ilha de Vancouver, no Cana-
da. Em seus resultados ndo observaram di-
ferenca na abundancia relativa de passaros
nas dreas tratadas e nao tratadas com o bi-
opesticida, entre os anos de 1999 e 2000,
indicando que o tratamento nao influencia
na presenca dos mesmos.

Ja Norton et al. (2001) avaliaram o efei-
to secunddrio da mesma subespécie de B.
thuringiensis citada acima porém proveni-
ente do produto Thuricide, em aves da es-
pécie Dendragapus canadensis. Os auto-
res citam essa ave como um herbivoro pri-
mdrio, porém os pintos, em suas primeiras
duas semanas de vida, sao essencialmente
insetivoros. Lattner (1982) descreve a ali-
mentacao dessa ave como sendo cerca de
64% de lagartas, seguido de gafanhotos
(10%), formigas (7%) e outras variedades
de invertebrados e partes de plantas. O tra-
balho de Norton et al. (2001) teve como
objetivo avaliar os itens da dieta e o cresci-
mento de D. canadensis em dreas tratadas
e nao tratadas com B. thuringiensis kurs-
taki. Os resultados indicam que o cresci-
mento dos pintos foi afetado em relaco as

duas areas, ocorrendo uma reducao de 30%
no tamanho desses na drea tratada com a
bactéria. Porém esses dados podem estar
relacionado ao fato de que, com a morte
das lagartas devido a ingestao do patoge-
no, os pintos passaram a se alimentar prin-
cipalmente de formigas e estas tem um bai-
xo indice de proteinas em compara¢io com
as lagartas. Isso pode ser determinante para
o decréscimo no tamanho dos pintos, uma
vez que a dieta alimentar teve seu teor de
proteinas também reduzido.

1.3 Efeitos de B. thuringiensis
sobre mamiferos

Pequenos mamiferos, como ratos e ca-
mundongos, também estdo associados as
dreas agricolas uma vez que esses animais
podem se alimentar dos graos das culturas.
Entao também existem pesquisas que ava-
liam o possivel efeito do entomopatégeno
nesses mamiferos, sendo que a bactéria tam-
bém pode produzir toxinas ativas a esses
animais.

Na drea da saude, os trabalhos de Pra-
sad & Shethna (1975) sugerem que as pro-
teinas de B. thuringiensis tém atividade
antitumoral em sarcoma Yoshida em ratos,
além de acentuarem a resposta imune de
ovelhas. Yamashita et al. (2000), também
demonstram efeito citocida em cé€lulas de
leucemia, em ensaios in vitro.

Em relacao a humanos, a revisao de Si-
egel (2001) apresenta dados em que o pro-
duto Thuricide (B. thuringiensis thuringi-
ensis) foi ingerido (100mg) e inalado
(100mg) por 18 pessoas, durante 5 dias, e
esses nao apresentaram nenhuma reaciao
decorrente do microrganismo. Além dessa
reportagem, o trabalho apresenta alguns
dados sobre isolados de B. thuringiensis que
foram re-isolados de queimaduras ou feri-
das de pessoas, entretanto foi averiguado
que a agua utilizada para a limpeza desses
ferimentos estava contaminada. Além dis-
so, o autor relata que o isolado pode se
desenvolver nesses locais feridos quando o
sistema imune nao esta respondendo de
forma adequada ao ferimento, mas nao cau-
sa nenhuma reacao.

Betz et al. (2000) relatam que B. thu-
ringiensis kurstaki foi administrado em hu-
manos voluntarios durante 3 dias, na quan-
tidade de 1000mg/pessoa ou 1x10° espo-
ros/mL, e nao apresentaram sintomas de
toxicidade, nem culturas de células bacteri-
anas nas amostras de sangue avaliadas. Os
autores relatam a presenca das proteinas Cry
1Aa, CrylAb, CrylAc e Cry 2Aa no isolado
testado.

Diferentes autores relatam os resultados
de suas pesquisas com ratos tratados com
B. thuringiensis. No caso de Bishop et al.
(1999), a aplicacao oral de 5.10 esporos/
dia de B. thuringiensis thuringiensis e B.
thuringiensis israelensis, em ratos nao mos-
trou diferenca significativa no peso corpo-
ral dos animais tratados e nao tratados. Nos
dados de Siegel (2001), ratos foram trata-
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dos via oral com 10° esporos/dia, por 730
dias, também nao apresentaram nenhuma
reagao.

Também em ensaios toxicologicos, Ber-
litz et al. (2006) avaliaram o efeito da sus-
pensio de células e esporos de B. thuringi-
ensis aizawai proveniente do produto co-
mercial Xentari e B. thuringiensis thuringi-
ensis (H1), em ratos Wistar. Os autores ava-
liaram o contetdo estomacal e as fezes em
SDS-PAGE, onde os resultados sugerem que
as proteinas sao degradadas no estdbmago
dos animais. Os estomagos foram avaliados
em estereomicroscopio (40x) nao apresen-
tando modificagdes superficiais, como pi-
pocas vermelhas ou raias hemorragicas, em
relacao ao grupo controle. Os autores con-
cluiram que as proteinas de B. thuringien-
sisndo afetam os ratos quando administra-
das oralmente.

Em outra pesquisa, Berlitz (2006) ava-
liou a suspensao e as proteinas purificadas
de dois novos isolados bacterianos, em ca-
mundongos CF1, via oral e intraperitoneal,
divididos em grupos de 5 animais e trés re-
peticoes. Os dados dos tratamentos, via oral,
nao causaram mortalidade dos camundon-
gos, porém nas administracoes intraperito-
neais os camundongos morreram a partir
de Ghoras apos a aplicacao dos tratamen-
tos, quando aplicada a suspensao bacteria-
na contendo células e esporos (Figura 1).

Apesar desses resultados, deve-se sali-
entar que inje¢oes intraperitoneais nao sao
uma via de acesso natural do entomopato-
geno nos mamiferos. Essa mortalidade tam-
bém nao deve estar associada a thuringien-
sina, uma proteina téxica a vertebrados que
¢é produzida pelo entomopatégeno, pois
essa toxina estd presente no sobrenadante
da cultura, e esse tratamento nao causou a
mortalidade dos animais.

O tratamento via oral, nao causou rea-
¢coes nos camundongos. Nesse sentido, Betz
et al. (2000) revelam que as proteinas Cryl,
Cry2 e Cry3 sao degradadas em 30 segun-
dos apo6s a ingestio, em ensaios in vitro,
resultando em proteinas de 2 kDa. Também,
os dados de Vasquez-Padron et al. (2000) e
Moreno-Fierros et al. (2000) revelaram que
camundongos Balb/c apresentaram eleva-
da producao de anticorpos IgA, seguidos
de IgG e IgM, ap6s a administracao oral,
retal e intraperitoneal da proteina CrylAc,
mostrando uma eficiente resposta imune
desses animais.

Como ja comentado anteriormente, as
preocupacoes tém sido em torno dos efei-
tos das plantas geneticamente modificadas
com genes de B. thuringiensis em seus con-
sumidores. Porém, Azevedo & Aratjo (2003)
mostram a auséncia de efeitos toxicos, mu-
tagénicos, teratogénicos ou clastogénicos
dessas plantas. Betz et al. (2000) também
relatam que as proteinas Cry de B. thurin-
giensis no sdo toxicas em contato direto,
sendo que a exposicao de animais nao-alvo
¢ extremamente baixa e a presenca dessas
proteinas nos tecidos vegetais também ocor-
re em baixas concentracoes. Romeis et al.



(2008) também comentam que os testes la-
boratoriais utilizando essas plantas, sio con-
duzidos com elevadas concentracoes da
proteina purificada, muito acima daquelas
concentracdes encontradas nos tecidos das
plantas.

Apesar desses dados, periodicamente
estao sendo lancados produtos comerciais
a base de B. thuringiensis e que, para che-
garem ao mercado devem passar por dife-
rentes andlises para confirmar a nao toxici-
dade em organismos nao-alvo. O mesmo
ocorre com as plantas geneticamente mo-
dificadas que sao testadas em diferentes
organismos para garantir a sua seguranca.
Nesse sentido, a Lei de Biosseguranca n°
11.105, estabelece as normas de seguranca
e os mecanismos de fiscalizacio de ativida-
des que envolvam organismos geneticamen-
te modificados e seus derivados.
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