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Formulacdes & Plantus Transgénicas

controle de insetos-pra-

ga delavouras nocivos

ao homem temsido fei-

to com inseticicas qui-

micos desde o inicio da
década de 40, no século passado.
Além do problema de poluicio
ambiental gerados, eles se mostra-
ram téxicos e sem especiticidade,
atingindo também os insetos benéfi-
cos ¢ induzindo casos de resisténcia
nosinsetos praga. Outros compostos
quimicos foram posteriormente ela-
boraclos, mas o seu emprego intensi-
vo, tanto na agricultura quanto na
satde publica, resultou em novos
casos de resisténcia e mesmo em
resisténcia cruzada. Alémdo proble-
ma da resisténcia, com conseqiicnte
recdugio da efetividade do controle,
o uso de inseticidas quimicos tam-
levou a reducio da
biodiversidade nas dreas tratadas, 4
contaminacio de alimentos, dosolo
e da dgua.

Aagricultura sustentdvel do sé-
culo XXl exige, cada vez mais, inter-
vengdesalternativas para o controle
e manejo de insetos que sejam
ambientalmente seguras e que redu-
zam o contato humano com os
pesticidas quimicos sintéticos. Como
op¢ao podem ser utilizados micror-
ganismos entomopatogénicos, inclu-
indo bactérias, virus, fungos e
protozodrios, com vantagens nume-
rosas, como por exemplo: a seguran-
¢a para seres humanos ¢ outros orga-
nismos-nido-alvo, a reducio de resi-

bém

cuos de pesticidas nos alimentos, o
aumento da atividade de outros ini-
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migos naturais ¢ a recuperacio da
biodiversidade nos ecossistemas tra-
tados.

Nosanos que se seguirama sua
descoberta, no inicio do século XX,
Beicillus thuringiensis (BU recebeu
pouca atengio dos microbiologistas
¢ entomologistas, Entretanto, aposa
descoberta de sua atividade
entomopatogénica, ele passou a ser
estudado por enorme quantidade de
cientistas das mais diversas discipli-
nas, que exploraram seus segredos
em nivel molecular, fisiolégico e eco-
Idgico. Hoje, Bt é o inseticida
microbiano mais bem-sucedido, apli-
cadona protecio de graos, florestas
e no combate a vetores de doengas
20s humanos.

A atividade entomopatogénica
desta bactéria é decorrente da pro-
dugio de cristais protéicos em con-
comitincia com o processo de espo-
rulacio(figural). Esses cristais sio
formados por polipeptidios conheci-
dos como proteinas Cry que apre-
sentam propriedades entomopato-
génicas frente a insetos das ordens
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Homoptera, Dictyop-
tera, Orthoptera, Mallophaga, além
de nematdides (Strongylida, Tylen-
chida), protozodrios (Diplomonadi-
dajedcaros (Acari)

O avanco das pesquisas com
esta bactéria incentivou a busca de
novos isolados com atividade t6xica
até entdo desconhecida aqueles in-
setos, bem como a obtengio, por
engenharia genética, de linhagens
com atividade bioinseticida frente a



Quadro 1. Pesquisa desenvoivida com Bacillus thuringiensis no selor privado nos anos 1980

Peariodo Empresa
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Fonte: Adapiado de Frankanbuyzen (1833}

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura de esporos e cristais (setas) de Bacillis
thuringtensis. 1) cristais com formato bipiramidal e b) cristais com formato esférico.

Barras: 1 pm.
Folografins de Marise T, Suzuki
(CNPMA/EMBRAPA).

Cepas
melhoradas

Plantas
recombinantas

Aplicacao
mediada por
microrganismos
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um espectro maior de insetos alvo.
Esses avangos coincidiram com uma
mudanca decisiva no modo como a
sociedade. e em especial os drgios
regulamentadores, perceberam as
conseqliéncias ambientais do uso
intensivo de pesticidas quimicos, em
especial o desenvolvimento de re-
sisténcia dos insetos aos principios
ativos. Esses fatos estimularam ind-
meras empresas voltadas 3 produ-
¢iode agrotoxicos e a biotecnologia,
a iniciarem ou fortificarem suas li-
nhas de pesquisa e desenvolvimen-
to com Bt (Quadro 1}, bem como a
lancarem no mercado inameros pro-
dutos registrados a base desta bacté-
ria,

O desenvolvimento de novos
produtos para o controle biologico
foi possivel, especialmente, devido
aatividade entomopatogénica desta
bactéria estar relacionada a forma-
¢io da proteina Cry, codificada por
um dnico gene ¢y, o que facilita a
manipulacio de diferentes genes cry
em processos biotecnolégicos. As-
sim, no final do século XX houve
uma diversificagio das estratégias
de sua utilizagciio no controle bioldgi-
co: maior producio de toxinas; au-
mento do espectro de agio por no-
vas variedades de B. thuringiensis;
introducio de genes cryemdiferen-
tes microrganismos ¢ plantas
transgénicas.

Foi assim contornado o limitado
espectro de controle e obticlas for-
mas mais eficazes e direcionadas de
aplicagio, dando espaco para novos
avancos na drea de genética cle B,
explorando-se ainda mais as buses
de sua toxicidade seletiva e
especificidade.

Genes cry ¢ proteinas Cry

A patogenicidade e a especifi-
cidade de uma linhagem de Bt sdo
determinadas pelos tipos de genes
ery funcionais que a mesma apre-
senta. Uma linhagem de B.
thuringiensis pode conter uma ou
virias copias de um mesmo gene cry
oude diferentes genes cujos produ-
tos formario o mesmo cristal. A loca-



lizacdo preferencial em plasmidios
conjugativos, bem come a freqiiente
associacio a elementos genéticos
moveis, determina a grande diversi-
dade destes genes ¢ a conseqliente
ocorréncia de linhagens contendo
diferentes combinagdes deles, o que
resulta em perlis de toxicidade dis-
tintos.

Todos os avangos no conheci-
mento dos genes crypermitiram ain-
daa construgio de sondas especifi-
cas para a sele¢io de linhagens por
meio de andlise de hibridacio, em
razio da presenca de seqiiéncias de
nucleoticdios conhecidas. Em 1998,
Crickmore ¢ colaboradores propuse-
ram uma classificacdo das proteinas
Cry, baseada somente na seqliéncia
de aminodcidos, nio levando em
consideragio o perfil de toxicidade.
Atualmente sio descritos mais de
250 genes diferentes, enumeraclos
poralgarismos ardbicos contendo 44
classes com subdivisdes (cryl a
crpid). Asatualizagdes sio frequen-
tes e podem seracompanhadas pelo
site:hittp:// epunix.biols susx ac.ulk/
Home/Neil Crickmore/Bt/index .

Modo de agiio ¢ estrutura das
proteinas Cry

Nz forma como sdo sintetizadas,
as proteinas Cry apresentam-se como
protoxinas sem acio entomopato-
génica, necessitancloserativadas para
o desencadeamento de seus efeitos
toxicos. Sua agia ocorre por via oral,
seguindo-se uma série de passos. Ao
serem ingeridas por um inseto sus-
cetivel, as protoxinas sio solubiliza-
das no ambiente alcalino do intesti-
no dele (pH ~ 10) e, em seguida,
processacas por proteases especifi-
cas. Os produtos ativos das proteinas
Cry resultantes de todos esses pro-
cessos ligam-se de maneira irreversi-
vel a receptores de membrana das
células epiteliais do intestino do in-
seto, levando a formacio de poros
inespecificos ou canais idnicos, que
alteram & permeabilidade das célu-
las. Essa alteracdo leva a uma lise
celular ¢ & ruptura da integridade
intestinal, com conseqiiente morte
cla larva,

As proteinas Cry apresentam
massas moleculares que variam de
40 a 110 kDa, possuindo duas regi-
oes distintas: uma porgio amino-
terminal, normalmente varidivel e as-
sociada a toxicidade, e uma porcio
carboxi-terminal, mais conservada
entre as proteinas, associada geral-
mente 4 formacio do cristal. Nos
insctos pertencentes 4 ordem
Lepidoptera, a intoxicacao manifes-
ta-se por paralisagio imediata do
tubo digestivo ¢ das pegas bucais,
levando 2 lise celular e interrupcio
da alimentagiio. Esses sintomas s20
seguidos por ruptura na integridade
do intestino, inanig¢do e posterior
septicemia, levando o inseto a
morte.

Ecologia de¢ B. thuringiensis

Em todo o mundo, muitos pro-
gramas de isolamento de B,
thuringtensis tém encontrado este
microrganismo distribuiclo em ampla
gama de ambientes. Linhagens tém
siclo isoladas principalmente a partic
de amostias de solo, de insetos vivos
ou mortos ¢ de grios estocados
bem como de fontes alternativas,
como o filoplano de espécies vege-
tais e amostras de dguas de rios e
lagos. No entanto, a sua distribuicio
e suas relacoes ecologicas permane-
cem ainda em discussiio. Sabe-se
que seus esporos podem persistir no
solo por diversos anos, contudo. se-
gundo estudos recentes, B.
thuringiensisnio tema capacidade
de se multiplicar nem no solo nem
na dgua. Diversos dados evidenciam
que o inseto é o Gnico ambiente
onde ocorre multiplicagio e efetiva
troca de material genético entre li-
nhagens de B. thuringiensis(Suzuki
et al, 2004; Vilas-Boas et al., 1998).
Isso explica o fato de nunca ter sido
descrita epizootia no caso de B.
thurtngiensis e corrobora a seguran-
¢a dos produtos a base desta bacté-
ria.

Produtos formulados i base de
B.thuringiensis

Formulagoes comerciais basea-
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das em B. thuringiensis sio com-
postas por uma mistura ce células,
esporos e cristais, que sio formacdos
por proteinas Cry. Estas proteinas
sao consideradas ambientalmente
seguras porapresentarem um modo
de agio extremamente especifico e
serem rapidamente biodegradadas
emambientes naturais como o solo.
Os mecanismos envolvidos no modo
de agio de Bt garantem de certa
forma sua segurancga especialmente
a0 homem e insetos benéficos. Em
adi¢io, extensivos estudos em labo-
ratdrio sio requeridos para a libera-
caode novos produtos pela Agéncia
Americana de Prote¢io Ambiental
(EPA-EUA) e outras autoridades
regulatdrias de vdrios paises, incluin-
doa Agéncia Nacional de Vigilincia
Sanitdria (ANVISA), o Ministério da
Agricultura, Pecuiria e Abastecimen-
to (MAPA) e o Instituto Brasileirodo
Meio Ambiente e dos Recursos Natu-
rais Renoviveis (1IBAMA) no Brasil, O
Quadro 2 mostra a disponibilidade
de produtos a hase de Bt. no Brasil,
até dezembro de 2003, registrados
nos érgaos federais competentes.

Aescolha de um produto paraa
implantagio de programas de con-
trole de insetos deve levarem conta,
entre outras caracteristicas, a eficacia
e a persisténcia da atividade
bicinseticida. No entanto, alguns pro-
dutos tém demonstrado baixa per-
sisténcia e/ouatividade no campo, o
que leva a aplicacdes recorrentes,
dependendo do produto e do inse-
to-alvo. Outros produtos ndo atin-
gem determinadas regioes da plan-
1, como taizes, colmo ¢ botao floral,
que sdo pontos cstratégicos para o
controle de virias pragas suscetiveis
a B. thuringicnsis. Assim, houve a
necessidade do desenvolvimento de
produtos biotecnoldgicos i base de
proteinas Cry, visando preencheras
lacunas apresentadas pelos progra-
masde controle de insetos haseados
em Bt

Diferentes produtos biotecno-
légicos foram langados no mercado,
como o bicinseticida Raven®da
Ecogen, produzido a partir de uma
linhagem de B. thuringiensis onde
foram inseridos genes oy, responsi-



Quadro 2. Biopeslicidas & base de Bacillus thuringiensis registrados no Brasil até 2003

Brago do Redist Empresa Nome ingrediente Organismo 1 classe 2 Ano de
rgéo de Registro produtora comercial ativo alvo toxicologica registro
Sumitomo T
MAPAY (anteriormente Dipel B i’;]’;ﬁfﬁg ;rar. Lepidépteros w45 1991
Abbott Lab.) *
: ; B. thuringiensis var, - : 45
BAMAY Sumitomo Dipel F kurstaki, HD-1 Thyrinteina amobia IV 1991
Sumitor Dinel Técnico B. thuringiensis var. Lepidopteros Vas 1981
MAPA umitomo ipel Técni kurstaki, HD-1
: ; B. thuringiensis var. . 4.5 1989
MAPA Sumitomo Dipe! PM® kurstaid HD-A Lepidépteros Y
; B. thuringiensis var. ot 5 1087
MAPA Agri-control Bac-control. PM kurstak, 3a, 3b Lepidopteros Vs
Novartis T
MAPA S A {anfiga Agree B thuringiensis, ver. Lepidépteras sV 1995
Ciba-Geigy) aizawai, GC ¢
BAMA Novarlis S.A. AgreE B T. amobia 5N 1995
Milenia {antiga y B. thuringiensis var. 4 1996
MAPA Geratec) Bactur PM kurstaki, Haa, 3b A. gemmalalis TS\ad
lharabras e
MAPA Novartis S.A. Thuricide 8. km';g;%fﬁg 1"3“ Lepidépleros Vel 1991
{antiga Sandoz) u i
lharabras / - B. thuringiensis var. ; 5
IBAMA NeatE S, Thuricide PM Kriretak] Lepidépteros 1995
" B. thuringiensis var. Culex, Aedes. Anopheles,
ANVISA Novarlis S.A. Teknar i Simulideos v 1989
ANVISA Sumitomo Spherico B. sphaericus Aedes aegypl Culickleos 1\ 1995
MAPA é?;i"gc?:ﬂf; Ecotech Pro B. thuringiensis s 1998
MAPA Sumitomo Xentari B. thuringiensis 5t 1998
ANVISA Sumitorno Vectolex - G B. sphaericus Domissanitario Domissanitario’ 1999

'Classe oxicologica: [1I = medianamente téxico, 1V = pouco toxico

’Ano em que o registro foi autorizado

*Ministério da Agricultura, da Pecudria e do Abastecimento
“Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

— Ministério do Meio Ambiente

Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria/ANVISA — Ministério da Sadde

“PM = p6 molhdvel (tipo de formulacio)

‘Uso em campanhas de satde pabica e por instituicoes especializadas

veis pela formagio de proteinas Cry
ativas contra coledpteros e
lepidopteros. Outra estratégia en-
volvendo os genes cryé a possibili-
dade de expressio em organismos
recombinantes heterdlogos. Essa
tecnologia permitiu que a capacida-
de de producio da toxina Cry fosse
transferida para outros organismos,
agreganco vantagens aos produtos,
como o controle cle pragas inacessi-
veis aos produtos convencionais ¢

maior estabilidade das proteinas Cry
no ambiente. Com essa finalidade,
foram utilizados organismos coloni-
zadores de plantas, como
Pseudomoncas cepacid, Psevdoimo-
nas fluorescens, Azospiril-lum,
Bacillus pumilus ¢ Rbizobium
leguminosarum, além de fungos
ectomicorrizicos, como Ldaccadrid
bicolor. Da mesma forma, a introclu-
cio de genes cry em hactérias
endofiticas que colonizam o sistema
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vascular das plantas permitiu o con-
trole dos insetos que vivem no inte-
riordo caule e das raizes (Arantes et
al., 2002).

Além das linhagens de B.
thuringiensismelhoradas genetica-
mente e da construgio de microrga-
nismos recombinantes heterélogos,
outro produto biotecnologico surgiu
no final do sécule XX, gerado pela
insercio de genes cry em plantas,
formando as chamadas plantas Bt, as



quais produzem suas proprias prote-
inas Cry, ficando protegidas do ata-
que de insetos susceptiveis. A pro-
duciio destas plantas ocorre em labo-
ratorio com o emprego de métodos
de engenharia genética (Capalbo et
al. 2004).

Mctodos molecularcs para
se obter plantas Bt

O desenvolvimento das plantas
transgénicas séfoipossivel devidoa
universalidade da molécula de DNA,
presemte nas células de todos os
organismos vivos. Essa molécula es-
toca a informacio gendtica ¢ orques-
tra 0s processos metabdlicos da vida.
Mesmo espécies completamente di-
ferentes tém mecanismos equiva-
lentes para converter a informacio
genética contida no DNA em prote-
inas, o que significa que umsegmen-
to de DNA proveniente de uma bac-
téria pode ser bem interpretado e
tracluzido em uwma proteina funcio-
nal quando inserido numa planta.

O fragmento de DNA a serinse-
rido no genoma da célula vegetal
normalmente acrescenta um
fendtipo ou causa alteracdes no
fendtipo original, como a producio
de nova(s) proteinals). O primeiro
passo para que isso seja feito, é a
preparacio do DNA exdgeno, que
deve conter, nominimo, um promo-
tor (para ativar o genel, o gene de
interesse (um gene ey no caso das
plantas BU), uma seqiiéncia cle térmi-
no fuma sequéncia de DNA que
sinaliza o final da transcrigio do gene)
e um gene codificante para uma
marca que permita a seleciio das
células que foram transformacdas.

Para a cbtengio de plantas
transgénicas, o DNA exdgeno deve
ser inserido no genoma da célula
vegelal, permanecendo estdvel. Se
a insergiio do DNA é direcionada a
um loco pré-determinado, o proces-
50 ¢ chamado de recombinacio
homéloga. Ao contririo, se a inser-
vdo do DNA ocorser a0 acaso, o
pProcesso & denominado
recombinagio heterdloga. Uma vez
estabelecido o DNA no genoma da

célula {cromossomo ou cloroplasto),
seqléncias exdgenas sio quimica-
mente indistinguiveis daquclas da
célula vegetal, ou seja, a origem da
seqliéncia de DNA ndo interfere nos
processos de replicacio e segrega-
¢Ao. Para a obtengio das plantas Bt,
segundo Prescott et al. (19993,
quatro técnicas de transformagio
wmsido correntementeutilizadas: sis-
tema Agrobacteritny, eletroporagio,
biobalistica e microinjecio. _

O rendimento de qualquer um
desses métodos de transformacio &
extremamente baixo, e para obter
alto nivel de transformantes, a sele-
¢do, em geral, € feita por meio de
cultura de tecidos Indiferenciados
(calos) sobre um meio seletivo nor-
malmente contendo antibidtico ou
herbicida. Posteriormente, as células
sdoestimuladas a iniciarum proces-
sode diferenciagio, para emseguida
formar uma planta regenerada e
fértil.

Estratégias de seleciio de
plantas transformadas

Uma das etapas essenciais ao
sucesso na obtencio de uma planta
transgénica € a selecdo de clones
estdveis para a formagio de plantas
adultas nas quais podem ser
quantificados os niveis de expressio

‘da molécula de interesse. Entre as

estratégias correntemente utilizadas
para recuperar transformantes, es-
1do: o emprego de genes de resis-
téncia a umagente quimico seletivo,
comoumantibidtico ou um herbicida;
o uso de genes que conferem um
fendtipo que permite sele¢io visual
ou fisica (como o desenvolvimento
da coloragio); ouaidentificacio de
plantas tanstformacdas por meio de
amplificagdo do gene inserido por
PCR (Reacio de Polimerizagio em
Cadeia) ou por Southers blot.

A utilizagio de agentes seleti-
vos € extremamente vaniajosa em
relagio a outros métodos, porissoé
o método mais empregado na sele-
¢io de OGMs. Em meio seletivo,
esses agentes impedem o desenvol-
vimento de células nio-transforma-
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das, ouseja, que ndo sio portadoras
dos transgenes, nao havendo neces-
siclade de posterior separacio entre
células transformadas e ndo-transfor-
madas. Entre os genes ce resisténeia
aantibidticos mais utilizados, desta-
cam-se o gene bla, . que codifica
resisténcia avs aminoglicosidios,
como 4 ampicilina e a penicilina, o
gene aadA. que confere resisténda i
estreptomicing e & espectinomicina,
eum gene gph, mais especificamen-
te o aph(37), também designado
nptll, que codifica para a resisténcia
a kanamicina e 4 neomicing.

A preocupagio com 08 possi-
veis efeitos ambientais indesejiveis
dos genes de resisténcin aos antibio-
ticos foi um dos principals fatores
que incentivaram o desenvolvimen-
to de novas tecnologias de clonagem.
Entre elas, a téenica em que as célu-
las vegetais sio transformadas com
construgdes especificas em que o
gene de resisténcia aoantibidtico se
encontra flanqueado porseqiéncias
de DNA denominadas /ox: Posterior-
mente, as plantas obtidas sao cruza-
das com outras plantas transgénicas
contende o gene cre, que codifica
para a recombinase Cre. Dentre as
plantas resultantes, obtém-se aque-
las em que o gene de resisténcia ao
antibidtico foi retiracdo mediante a
recombinacio das seqiiéncias Jox,
mantendao-se, no entanto, o gene de
interesse, Um exemplo desse pro-
cesso é encontrado no trabatho de
Ow (20023

Entre os métodos que permi-
tem a selecio visual dos
transformantes, deslaca-se a utiliza-
¢do de genes que codificam para 2
formacio de pigmentos, sendo
visualizada colomcio especifica nos
transformantes. A enzima beta-
glucuronidase € 4 base do sistema
GUS, cuja expressiio € verificada em
meiode cultura em condigdes propi-
cigas ao desenvolvimento da colora-
cioazul pelus células transformadias,
Essas c€lulas sho entdo separadas
daquelas sem a coloragio e
transferidas para um novo meio de
cultura, para 4 regeneracio de uma
planta adulta. Um exemplo do em-



prego desse sistema pode ser en-
contrado no trabalho de Arencibia et
al. (1997).

Quando o namero de células
transformadas é baixo, pode-se tam-
bém verificar a ocorréncia de trans-
formaciio por meio de reagoes de
PCR, utilizando-se um iniciador cuja
seqliéncia seja complementar ao
gene trabalhado (no caso de planta
Bt, o proprio gene cry). Também,
pode-se utilizar o método Sowtbern
blot. detectando-se a presenca de
seqiiéncias de DNA por meio da
hibridacdo com um fragmento de
DNA, marcado radicativamente ou
pormeio de métodos colorimétricos.

Apdsa confirmagio da estabili-
dade do gene, mediante a verifica-
¢iodofendtipo, deve-se entao veri-
ficar e, ou, quantificar sua expressio.
Entre os métodos utilizados, desta-
ca-sc Northern blot (deteccao do
RNAm), Western blol (deteccio da
proteina codilicada pelo gene) e
ensaios imunoldgicos. Posteriormen-
te, ¢ feita a constatagio e a
quantificacio da atividade inseticicla
da planta transgénica, por meio de
bioensaios com os insetos-alvo.

Alteragdes moleculares dos
genes cry

Antes de serem introduzidos
numa planta, os genes cry devem
ser alterados em sua seqiéncia de
DNA por mutagénese sitio-clirigida.
Isso ¢ necessdrio para que as dife-
rengas nos mecanismos de expres-
sd0 entre organismos procariontes e
eucariontes ndo bloqueie oudiminu-
am a expressio do gene. Alguns
exemplos de alteragdes, realizadas
na obtencio de algumas plantas Bt,
sidoapresentados 4 seguir.

Os primeiros experimentos.
para a obtengdo de plantas expres-
sando genes crp. foram realizados
usando o gene crylA inteiro. No
entanto, somente baixos niveis de
proteinas Cry foram obtidos ¢ a plan-
ta ndo apresentou qualquerativida-
de inseticida. Os primeiros sucessos
foram obtidos pela expressio de
fragmentos de genes eryque codifi-

cam para a parle toxica de proteinas
Cry. Dessa forma, a expressao de
fragmentos truncados dos genes
crylAa e onylAb em plantas de
tabaco resultaram niveis
significantes de produgiio de prote-
inas Cry ¢ eliciente controle de la-
gartas de Manduca sextd.

No entanto, niveis de expressio
de genes cry nativos truncados em
plantas levam a produgio de cerca
de 0,001% do total de proteinas
soldveis, sendo esses niveis meno-
res que agueles obtidos com outros
transgenes. 1sso se deve ao fato do
genoma da planta apresentar alto
conteddo de Guanina (G) e Citosina
(C), enquanto os genes crytémalto
conteddo de Adenina (A) e Timina
(T), o que pode levar a planta a
processamentos incorretos e a for-
magiode RNAm ndo-funcionais. Além
disso, os coddons usualmente presen-
tes em genes crysio raramente uti-
lizados em plantas, o que pode pro-
vocar pausas no ribossomo e talvez
acelerara degradacio do RNAmdo
gene crycontido nas plantas.

Muitas plantas Bt foram
construidas com os genes crylAb e

cm

oyl Actruncados, mas outros genes
também tém sido utilizados, como o
¢c1PC em milho, resultando em pro-
tecio contra Ostrinia nubilalis, e a
insercio do gene ¢)3A em batatas,
que levou i expressao da producio
de altos nivels da proteina Cry3A e
ao conatrole de Leptinotarsa
decemlineata . Além desses genes,
foi construida uma versio do gene
crylC para a obtengio de altos ni-
veis de expressio em plantas, pro-
porcionando a protecio de tabacoe
alfafa contra as lagartas Spodoptera
littoralis e S. exigua ¢ de brécolis
contra Plutella xvlostellc.

Com o passar dos anos e o de-
senvolvimento de novos métodos
moleculares. outias geragdes de plan-
tas Bt surgem, cada vez mais seguras
e voltadas ndo s6 ao controle do(s)
inseto(s)-alvo, mas também a con-
servagio das condigdes ecoldgicas
estabelecidas nas dreas de cultivo.
Comeesse intuito, pesquisadores vém
desenvolvendo plantas em que as

Liviecnologia Ciéncia & Desenvoltimenio n. 34 - Janeirogunbo 2005 81

proteinas Cry podem ser expressas
somente onde e quando necessirias
através do uso de promotores tecido
especifico, tempo especifico ou
genes promotores induziveis. Esses
¢ outros cuidacdos sio tomados no
sentido de minimizar o desenvolvi-
mento de resisténcia dos insetos s
proteinas Cry e o fluxo génico para
variedades selvagens. Além disso,
deve-se lembrar que virias outras
estratégias também ém sido pro-
postas para serem utilizadas no cam-
po e que ajudam a retardar a ocor-
réncia destes eventos.

Andlisc de risco ¢ adogido
das plantas Bt

Os debates sobre a introducio
comercial cle plantas geneticamente
moclificaclas emalgumas regices do
mundo levaram a questionamentos
sobre seu impacto potencial no am-
biente. Dividas surgiram quanto 4
possibilidade de afetar organismos
ndo alvo, cruzar ¢ produzir plantas
daninhas, rer efeito adverso sobre a
biodiversidade e reduzir efetivamen-
te o uso de insumos quimicos inde-
scjiveis. Embora se saiba do impacto
inevitdvel da agricultura sobre o
ambiente, foi questionado o quanto
estas plantas afetariam o balanco
entre a producio agricola e a vida
silvestre.

A controvérsia atingiua opiniio
publica, demandou, e continua de-
mandando, estudos extensos. Tais
preocupagdes da sociedade trans-
formaramas plantas Bt nas mais bem
estudadas quanto aos riscos/benefi-
cios envolvidos. A comunidade cien-
tifica constatou evidéncias de que os
beneficios sio elevados para os pro-
dutores, porém reconhece que o
processo regulatorio precisa ser mais
bem ajustado. H4 um bem docu-
mentado histérico de seguranca da
aplicagio de Bt, como produto for-
mulado, noambiente, devendo ago-
ra ser verificada se esta seguranga é
manticla na diversidade de veiculos
(como outras bactérias e plantas)
desta bactéria bioinseticida.

As discussoes que circundam o



processo regulatério das plantas
transgénicas, e das plantas Bt espe-
cificamente, devem levar em conta
a caracteristica peculiar destas plan-
tas de disseminar um principio inse-
ticida, tendo por veiculo a propria
planta. A maioria dos pesticidas sin-
téticos e também o0s naturais sio
aplicados por pulverizacio em tem-
po e quantidade determinados; a
cobertura nunca atinge 100% e, em
conseqiicncia, o principio ativo ndo
atinge todas as partes das plantas. O
agricultor decide quando, onde e
como serd aplicado o pesticida tradi-
cional, enquanto o principio pestici-
da das plantas transgénicas {como
nas plantas Bu) serd liberado. na
maioria dos casos, durante todo o
ciclo de vida da planta e, com fre-
qhéncia, em todas as partes da plan-
ta.

Come forma de garantia de se-
guranga para o ambiente e os consu-
midores, compele aos 6érgaos pabli-
cos de cada pais controlar o uso de
produtos utilizados no ambiente (ali-
mentos, agricultura, pecudria, satde
pubiica, entre outros), requerendo
sud avaliacioadequada previamen-
te ao seu registro para uso comercial,
Compele ainda aos mesmos orgaos
publicos estabelecer os critérios para
a avaliacio destes produtos, dentro
de normas especificas que consicde-
remas cliferencas fundamentais en-
tre produtos quimicos ¢ biolégicos,
transgénicos e ndo transgénicos, no
que se refere a composicio, forma
de acio e comportamento no ambi-
ente.

Os riscos ambientais analisados
paraas plantas transgénicas com ca-
racteristica pesticida (caso das plan-
tas Br) enquadram-se em quatro ca-
tegorias amplas: - fluxo génico do
transgene pard outras espécies ou
variedades: - evolucio de resisténcia
nas pragas-alvo; - efeitos adversos
nas espécies nio alvo expostas 4
proteina By; - efeitos da proteina Bt
na biota do solo; das quais discutire-
mos brevemente as duas tltimas.

Efeito nas espécics ndo alvo

Quando estdo no campo, as cul-
turas abrigam niio somente os inse-
tos-praga, mas também outros artro-
podes (parasitéides ¢ predadores),
os quais desempenham importante
papel na regulagdo das populagoes
de herbivoros. Em termos ecologi-
cos, essa hierarquia é chamada de
interacdo trofica. As interacoes trofi-
cas € 0s mecanismos para a interfe-
réncia das plantas Bt sobre essas
interacoes sio complexos e depen-
cdem de muitos fatores, como: nivel
de resisténcia da planta, especifici-
dade do novo cardter introduzido/
expresso, em quais tecidos este ca-
riter serd expresso € por (uanto
tempo, presenga de plantas susceti-
veis proximas e manejo da cultura,
ouseja, aplicacio de inseticidas, con-
trole de plantas invasoras, entre ou-
tros. A preocupagio que levou a
estes estudos foi a de que os insetos-
alvo pudessem adquirir a proteina
Cry produzida na planta Bt quando
se alimentassem dela e, assim, expor
a proteina aos inimigos naturais, seja
pormeiode seus fluidos corpdreos,
seja mediante contaminaciio de suas
larvas e disseminacio em suas fezes
Hi ainda a possibilidade de que, com
areduciodasaplicacdes de insetici-
das em culturas Bt, as pragas secun-
ddrias tornem-se importantes, atin-
gindo o papel de praga primdria em
relacio aquela cultura,

Deve-se ressaltar que, em uma
andlise de risco, apesar da necessida-
de de se saberquantos e quais orga-
nismos podem consumir os tecidos
das plantas, esse consumo e a dis-
persio deles na cadeia trofica sé se
constitui em risco se, em nivel nor-
mal de consumo ¢m campo, resultar
em efeitos adversos.

Em 2001, a Agéncia de Protecio
Ambiental americana (EPA) concluiu,
emreavaliacio dorisco apresentado
por plantas Bt, que as proteinas Cry
de Bt produzidas nas plantas trans-
génicas nio apresentam efeitos ad-
versos as populagdes de organismos
nio alvo expostas as quantidades
cdesta proteina que sdo encontradas
nos tecidos dessas plantas
(www.cpa.gov/ pesticides/biopesti-
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cides/pips/bt_brad.humn).

Efcitos da proteina Bt
na biota do solo

ara (ue o ecossistema solo per-
manecga sauddvel, é necessiario man-
tersua biodiversidade e a estabilida-
de desta diversidade. Assim, umdano
potencial associado a plantas Bt é a
possibilidade de alteragdes nos gru-
pos funcionais presentes no solo,
favorecendo determinado grupo em
detrimento de outro. Proteinas Bt
podem apresentar novo efeito téxi-
co para a biota, ou ser uma nova
fonte de substrato. Mudancas na di-
versidade dos microrganismos do solo
podemalterarirreversivelmente a a
dindmica funcional do sistema solo-
planta original.

O assunto € o extenso quanto
a diversidade de micro ¢ macrorga-
nismos presentes no solo. Para efei-
tode ilustragio, podem-se apresen-
tar os seguintes efeitos, potenciais,
de plantas Bt na biota do solo:

s Organismos fragmentadores e,
ou, decompositores — Plantas Bt
exsudam, em maior oumenor quan-
tidade, toxinas através das raizes,
que pocleriam afetar organismos res-
ponsiveis pela ciclagem de martéria
orginica, reduzindo ou impedindoa
degradagio de compostos como ce-
lulose, hemicelulose, quitina, lignina,
com conseqiiéncias para a fertilida-
de de plantas;

* Organismos envolvidos na fixa-
¢iode N, atmosférico—se toxinas Bt
afetarem bactérias envolvidas na fi-
xa¢do biolégica do nitrogénio, como
as bactérias diazotroficas (Azospiril-
tum, Flerbaspiritium, Azotobacter),
ou as simbidticas (Rbizobium e
Bradhbyrizobium), haverd dano as
plantas que se beneficiam desta [i-
xagido bioldgica de N,;

e Organismos produtores de me-
tabdlitos secundd rios - Fungos, bacté-
rias e actinomicetos, produtores de
metahdlitos secundirios (enzimas, an-
tibidticos), podem serafetados pela



presenga de plantas Bt, uma vez que
as toxinas Bt podem inibir o desen-
volvimento desses organisinos no
solo, e comisso interromper o ciclo
de atividades bendficas desses orga-
nismos, como controle bioldgico na-
tural.

Hd muitos artigos clentfficos que
evidenciam a inocuidade ¢ a ausén-
cia de efeites na biota do solo, pois
quandlo presente no solo, parte das
moléculas de proteinas Cry é degra-
dada e parte delas ¢ adsorvida as
particulas dosolo (nfo apresentando
efeito algum sobre minhocas, nema-
toides, protozodrios, bactérias e fun-
gos presentes nele) sendo sugerida
a leitura do trabalho de Rumjanck e
Fonseca (2003) sobre o tema,

Comentdrios finais

Todos os sistemas de producio
agricola causam, inevitavelmente. al-
gum impacto ambiental. O uso de
plantas e microrganismos, transgéni-
cos ou convencionais constitui mais
um fator de impacto, entre os muitos
ja estabelecidos. A gendmica e as
ferramentas biotecnoldgicas podem
apresentar beneficios ambientais,
devendo ser avaliadas no contexto
de cada ecossistema e pritica de
manejo.

Pode-se, com seguranca, con-
cluir que alguns fatores bdsicos de-
vem, obrigatoriamente, ser conside-
rados numa avaliacio de risco po-
tencial ao meio ambiente. Entre es-
ses fatores, podem ser incluidos:
comportamento ja conhecido ou pre-
visivel do organismo vansgénico;
possibilidade de multiplicacio e dis-
seminacdo em ecossistemas descri-
tos; e impacto conhecido ou previsi-
vel sobre plantas, animais e micror-
ganismos-ndo-alvo. O controle de
pragas ¢ essencial para manter a
produtividade em niveis elevados,
para que ndo sejr necessdria 4 ex-
pansaoda drea agriculturivel, favo-
recendo, dessa forma, a preservacio
ambiental, sem prejuizo da instala-
¢io da crescente populagiio.

Aavaliagioe o estabelecimento
de métodos para o estudo de impac-

to de biopesticidas foram apresenta-
dos no final dos anos 90. Esses mélo-
dos devem ser estabelecidos para as
plantas transgénicas, uma vez que as
acoes voltadas para a seguranca
ambiental devem promover a pre-
servacdo da biodiversidade, a manu-
tencio dos ecossistemas ¢ os res-
pectivos padides de sustentabilidade
requeridos. Respostas a questoes
como sobrevivéncia, disseminacio,
colonizacio ¢ fungio da liberagio
desses organismos em seus bebitals
precisam ser obtidas, bem como
devem ser considerados os aspectos
socioecontmicos e os problemas
advindos da auséncia de barreiras
politicas ou fronteiras que restrinjam
adisseminaciodo organismo. Reco-
nhece-se que a liberacio de
transgénicas no ambiente semavali-
a¢ilo apropriada de seu impacto
ambiental pode levar a prejuizos
importantes, especialmente em fun-
cilodos custos elevados da teenologia.
Além disso, a biodiversidade estd
relacionada aos valores e as tradi-
¢des culturais das comunidades, que
ndo podem ser relegadas a nivel
inlerior de consideragio.
Ressalta-se, ainda, que futuras
pesquisas com transgénese devem
incluir plantas com maior resisténcia
a doencas ¢ estresses (bidticos e
abidticos), com maior contetdo
nutricional, bem como espécies de
plantas e animais com capacidade
de produzir proteinas de importin-
cig tarmacéutica, como vacinas. Para
tanto sAo necessarias atuacio proativa
dos orgdos publicos de pesquisa e
uma politica ptblica que preconize
sua melhoratuagio neste cendrio de
mudancas econdmicas e tecnoldgicas.
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