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Figura 1: Resultado da acdo da
“lagarta-do-cartucho” (Spodoptera
Srugiperda) alimentando-se em

folhas de milho

MILHO Bt

Alternativa biotecnoldgica para controle bioldgico de insetos-praga

o Brasil, sao produzidas,

em média, 30 milhoes

de toneladas de graos de

milho (Zea mays) por

ano, provenientes de,
aproximadamente, 57% da 4rea nacio-
nal ocupada com cultivo de cereais.
Por ser uma fonte barata de carboidra-
tos, proteinas e 6leo, com uma ampla
distribui¢io geogrifica, o milho nao
somente ¢ utilizado de forma direta na
dieta humana e de animais, como
também tem valor industrial para pro-
duc¢io de bebidas, medicamentos, tin-
tas, plasticos, explosivos, etc. Assim,
considerada como uma importante
cultura para as necessidades atuais da
sociedade moderna, a demanda de
consumo e de mercado de milho vem
sofrendo continuo aumento, tanto em
niveis nacionais como mundiais. A pré-
pria elevacio do consumo de deriva-
dos de aves e suinos exige indireta-
mente aumento na disponibilidade de
milho, devido a sua incorpora¢ao nas
racoes de crescimento. Para enfrentar
tal situacio com auto-suficiéncia e in-
dependéncia tecnologica, ¢ necessa-
rio incrementar a produtividade da

cultura por drea plantada, tanto com
estratégias de reducdo de custos quan-
to com a incorporacio de novas tecno-
logias ao processo de producio; nesse
contexto, torna-se fundamental o de-
senvolvimento de germoplasma mais
produtivo e adaptado aos diversos sis-
temas de cultivo, bem como a condi-
coes edafo-climaticas marginais, sujei-
tas a inimeros fatores bidticos e abio-
ticos de estresse 2 cultura.

Racas adaptadas da ‘lagarta-do-car-
tucho’ (ordem: Lepidoptera; espécie:
Spodoptera frugiperda) compdem uma
das mais importantes pragas que afe-
tam genotipos tropicais de milho (Fi-
gura 1), chegando a causar até 34% de
reducio na produgao dessa cultura no
Brasil (Cruz, 1995). Tradicionalmente
(pés-‘Revolugao Verde’), o controle
de tal praga € realizado com base em
inseticidas quimicos, que, intrinsica-
mente, podem trazer conseqiiéncias
colaterais negativas em termos de to-
xicidade ao homem dos animais e ao
meio-ambiente em geral. Historica-
mente, o uso abusivo e impréprio
desses produtos sintéticos nos ultimos
40 anos causaram vdrios problemas
ambientais e de saide, ameacando
sobremaneira a sustentabilidade do sis-
tema de produgio agricola convencio-
nal. Como alternativa a essa sistemati-
ca de controle, ha o chamado ‘Manejo
Integrado de Pragas’ (MIP), que consis-
te na utilizagio inteligente das varias
medidas de controle disponiveis, vi-
sando a atingir eficiéncia econdmica
com consciéncia ecolégica e social.
Dentre essas medidas, o ‘Controle Bi-
ologico’ (CB) figura como importante
sistema que aproveita os ‘inimigos
naturais’ das pragas — insetos predado-
res e parasitoides, fungos e bactérias
parasitas, e as substancias e produtos
deles derivados —, compreendendo
sua biologia e utilizando adequada-



Tabela 1: Principais eventos de transformacao de milho Bt disponiveis no

mercado
eventos nome comercial empresa fornecedora

176 KnockOut Novartis
NaturGard Mycogen

Bt 11 YieldGard Novartis
Mon810 YieldGard Monsanto

DBT418 Bt-Xtra Dekalb

CBH351 StarLink Aventis

mente os mecanismos ecolégicos de
interacdo entre eles. Dessa forma, ga-
nha-se na reducdo dos custos de pro-
ducio, na nao-intoxica¢ao do aplicador
de produtos quimicos, na nao-polui¢ao
e degradacio das areas agricolas e
relacionadas, e, portanto, na preserva-
cido da satde publica e ambiental.
Apesar de todos esses beneficios, con-
tudo, apenas 1% das pragas e doencas
da agricultura, infelizmente, tem sido
controlado por CB, como veremos a
seguir. Nesse contexto, a acio da pes-
quisa torna-se fundamental para a re-
versao do quadro.

Controle Biologico (CB) e
Bacillus thuringiensis (Bt)

A espécie bacteriana de solo Baci-
llus thuringiensis, muito conhecida
pela sua forma abreviada ‘Bt’, é de
ocorréncia cosmopolita, sendo encon-
trada nos mais diversos ecossistemas
do planeta. O género Bacillus possui
uma fase de esporulacido caracteristica
no seu desenvolvimento, na qual o
esporo bacteriano e cristais protéicos
sao simultaneamente formados, sendo
estes ultimos sob forma de inclusoes
parasporais. Tais cristais em Bt, tam-
bém chamados de ‘@-endotoxinas’ ou
‘ICPs’ (do inglés insecticidal crystal
proteins), e codificados pelos chama-
dos genes cry, vém sendo utilizados na
formulacao de spraysbioinseticidas co-
merciais, que forneceram niveis ade-
quados e consistentes de CB para di-
versas espécies de insetos-praga na
agricultura (Estruch et al., 1997; Schne-
pf et al., 1998). Essas formulacoes
inseticidas, que incluem misturas de
esporos e de cristais de Bt produzidos
em grandes volumes de culturas bac-
terianas tiveram seu inicio na década
de 1930 mas somente a partir do fim
dos anos 50 foi que se iniciou sua
producdo em larga escala industrial,
com o lancamento comercial do spray
inseticida ‘Thuricide™’, imediatamen-

)

te seguido por produtos similares de
outras empresas (Maagd et al., 1999).
Uma das principais e importantes ca-
racteristicas das proteinas inseticidas
CRY ¢é sua alta especificidade em rela-
¢io as espécies-alvo de insetos afeta-
dos. A especificidade dessas toxinas
deve-se a uma co-evolucio de prote-
inas receptoras de superficie no intes-
tino médio (mesentero) dos insetos-
alvo sensiveis; esses receptores ligam-
se de forma especifica as &-endotoxi-
nas, modificando sua conformacao e
causando vazamento de ions e dano
osmotico das células, o que conduz,
conseqientemente, a desintegracao
do mesentero e a morte do inseto
(Figura 2). Esse efeito téxico seletivo
nio se estende a outros organismos
que nao tenham tais receptores com-
pativeis, tornando as ICPs inertes a
seres humanos, peixes, animais selva-
gens e a outros insetos benéficos (ini-
migos naturais), que podem auxiliar no

1 - ingestdo das favinas + sspanos B

CB da praga-alvo, além de outras.

Diversas formas dessas &-endoto-
xinas sao sintetizadas em diversas com-
binacdes por varias diferentes cepas
de Bt ja identificadas e catalogadas
(Crickmore et al., 1998), os quais
possuem distintos espectros, especifi-
cidades e eficiéncias de acido insetici-
da. Contudo, apesar do custo baixo e
da seguranca ambiental oferecido por
esse sistema de CB, os spraysbioinse-
ticidas do tipo ‘Thuricide™ nunca
ocuparam uma fatia significativa do
mercado de inseticidas, tendo sido
predominantemente utilizados em sis-
temas de agricultura organica e mane-
jo de florestas. Algumas razoes ser-
vem para explicar tal fato, tais como
(D a reduzida persisténcia das toxinas
puras sobre a planta por tempo sufici-
ente para a acao entomocida eficaz,
(1D o dificil acesso da toxina a praga,
pelas suas caracteristicas fisico-quimi-
cas, e (IID) os ainda elevados custos de
fabricacio desses bioinseticidas (Ma-
agd et al., 1999). Nesse contexto,
visando a aprimorar a eficacia das
formulacoes inseticidas e a reduzir
custos, percebe-se a necessidade pre-
mente de se continuar identificando
novas cepas de Bt e novas toxinas
com espectro de acao e eficacia dife-
renciadas, além de testar diferentes
combinacdes delas em relaco a inse-
tos-alvo especificos.

2= Bgaran das 1oxings com receginres especlicos B0 Filasling madc
3 - degradagio das parndes do mesaniern @ Mvasdc do bacltrias o espanos
4 - morle par Tome + infeccho ganeralisada (seplicemia)

Figura 2: Esquema da a¢io das toxinas Bt no intestino médio de insetos

suscetiveis
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Figura 3: Aspectos da sistematica de bioensaios de mortalidade de lagar-
tas-do-cartucho em laboratorio. (A) crescimento de Bacillus thuringiensis
(Bt) em meio solido (para producio de cristais entomotoxicos); (B) lagarta
crescida individualmente em dieta artificial, onde sio aplicados os trata-
mentos inseticidas; (C) visao geral do laboratério de criacio de insetos,
mostrando suportes contendo as lagartas-do-cartucho utilizadas nos
bioensaios

Expressio heterologa de genes
‘Bt’ em plantas

O progresso atual dos conhecimen-
tos no campo da Engenharia Genética
e da Biotecnologia Moderna tem per-
mitido o desenvolvimento de alterna-
tivas concretas para viabilizar um em-
prego mais amplo do CB de pragas na
cultura do milho. Dentre elas, destaca-
se a possibilidade de obten¢io e uso
de plantas transformadas que contém
genes codificadores das entomotoxi-
nas de Bt. Os niveis e localizacao da
expressido dos genes Bt na planta trans-
formada podem ser regulados, permi-
tindo a presenca continua da toxina
em todo o corpo da planta ou somente
nas partes relevantes, dependendo dos
habitos de ataque do(s) inseto(s)-alvo;
resolver-se-ia, assim, muitos dos pro-
blemas citados de persisténcia da(s)
toxina(s) e do acesso da praga. Outro
resultado importante desse processo
seria a incorporacio de novos genes ao

pool utilizado pelo melhoramento ge-
nético cldssico, ampliando as perspec-
tivas de desenvolvimento de varieda-
des de milho mais produtivas, mais
protegidas, e com perspectiva de um
sistema de produ¢io menos agressivo
ao ambiente.

Promotores de expressao constitu-
tiva (ex: CaMV 35s), induzidos por
ferimentos e/ou por agentes quimicos
e promotores de tecido-especifico (ex:
subunidade menor da Rubisco) de-
monstraram eficiéncia semelhante no
acumulo de elevados niveis de Cry1Ab
ou CrylAc em transgénicos de milho,
oferecendo adequada protecao contra
repetidas e extremamente altas infes-
tacoes do inseto alvo (Koziel et al.,
1993; Maagd et al., 1999). O fato de os
promotores de tecido-especifico (ex-
pressos somente nas partes da planta
atacadas pelo inseto) terem funciona-
do tao eficientemente quanto o cons-
titutivo, os torna a 12 escolha para um
programa de melhoramento que vise a
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liberacio comercial dos transgénicos,
jA que permite evitar a expressio da
toxina em partes da planta a serem
usadas para consumo — nesse caso, 0s
graos de milho. Do ponto de vista de
biosseguranca e opinido publica, isso é
extremamente desejavel.

Outro aspecto a considerar refere-
se a diferente composiciao nucleotidi-
ca (propor¢io de bases A+T / G+C) de
um gene procarioto — ex: CryIAb—em
relagido a genes de plantas. Devido a
degeneracao do cédigo genético, onde
mais de um cédon codifica um mesmo
aminodcido, genes com composi¢io
nucleotidica substancialmente diferen-
te da encontrada num certo organismo
terdo sua expressio sensivelmente
reduzida pela falta de RNA transporta-
dores (tRNAs) apropriados. Foi neces-
sario alterar sinteticamente a composi-
¢io nucleotidica do Cry1A4b, elevando
seu contetido G+C de 38% (tipico de
Bt para 65% (préximo dos valores
médios dos genes de milho), para que
a sua expressao fosse adequada (Kozi-
el et al., 1993; Sardana et al., 1996).

Alguns exemplos de eventos de
transformacao de milho contendo, prin-
cipalmente, o gene CryiAb (com e
sem alteracio de freqiéncia de co6-
dons) ja foram desenvolvidos e estio
disponiveis no mercado, apesar de
todos eles serem com especificidade
direcionada para a ‘broca-européia-do-
milho’, praga de maior significincia
econdmica para as lavouras norte-ame-
ricanas e européias (Tabela 1).

Banco de isolados tropicais de Bt

Considerando nossas condi¢oes es-
pecificas de clima, solo, gendtipos tro-
picais de milho, sistemas de producio
€ pragas mais importantes economica-
mente, o Nuicleo de Biologia Aplicada
da EMBRAPA Milho e Sorgo (NBA/
CNPMY) iniciou recentemente um tra-
balho de coleta de amostras de solo das
mais diversas regides do Brasil, isolan-
do e caracterizando cepas de Bt quan-
to a sua eficiéncia no controle de
lagartas-do-cartucho do milho (Spo-
doptera frugiperda). Atualmente, esse
banco de isolados de Bt possui mais de
3.500 entradas, constituindo-se numa
fonte significativa de potenciais toxi-
nas alternativas, bem como de novos
espectros e especificidades de acio. A
estratégia de caracterizaclo rapida e
preliminar desse banco consiste em
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Isolados de Bt
Figura 4: Efeitos entomotdxicos presentes na proteina total precipitada
dos sobrenadantes de 12 isolados de Bt, analisados em bioensaios de mor-

talidade em laboratério

utilizar, simultaneamente bioensaios de
mortalidade de Spodoptera sp (Figura
3) e reacdes de polimerizacio em
cadeia (PCR) com primers cry-especi-
ficos (Valicente et al., 2000; Loguercio
et al., 2001a). Verificou-se a existéncia
de correlacoes entre presenca/ausén-
cia de genes cry detectados por PCR e
maiores/menores efeitos de mortali-
dade em lagartas-do-cartucho, as quais
sao alimentadas em laboratério com
dietas artificiais embebidas em ‘péle-
tes’ de culturas de bactérias (cristais +
esporos), oriundos dos diferentes iso-
lados de Bt da colecao. Os resultados
tém demonstrado uma diversidade
genética marcante entre cepas, com
diferentes combinacdes de genes cry
associadas a distintas eficiéncias de
controle em Spodoptera sp., conforme
exemplificado nas Tabelas 2 e 3. Ou-

tros resultados interessantes referem-se
asignificativa associa¢iao encontrada en-
tre presenca do gene cry1E e elevados
indices de mortalidade dessas lagartas
em bioensaios de laboratério (Loguer-
cio et al., 2001a). Espera-se, como con-
sequiéncia desses estudos, definirem-se
genes cry mais eficientes em CB para
nossas condicoes de cultivo e agroecos-
sistemas, nao somente em relacio a
lagarta-do-cartucho, mas também para
outras pragas de importancia economi-
ca para o milho (Cruz et al., 1999), cuja
pesquisa se encontra em fase de im-
plantacio no CNPMS.

Toxinas alternativas de Bt com
acdo inseticida - proteinas ‘VIP’

Na tentativa de explorar o potencial
maximo desses bioinseticidas de baixis-

Tabela 2. Distribuicio de 3.408 isolados tropicais de Bt em diferentes classes
de mortalidade contra lagarta-do-cartucho

Mortalidade (%) * n° de isolados de Bt

0
1-25
25-50
50 - 75
75 - 96

100

1.218
1.605
298
176
86
25

* 9 média de, pelo menos, 2 experimentos com bioensaios de mortalidade,
cada um com 24 lagartas alimentadas individualmente com dietas artificiais
embebidas em suspensio de esporos, cristais e cipsulas bacterianas de cada

cepa (24 lagartas/cepa)

simo impacto no meio-ambiente e de
tornd-los economicamente vidveis de
forma que se incentive seu uso, bancos
e colecoes de Bt tém sido aproveita-
dos como base para buscas de novas
cepas que contenham toxinas com
novas especificidades e em espectros
alternativos de espécies sensiveis de
insetos-praga, ja que a plasticidade
genética em Bt é marcadamente ele-
vada devido a elementos transponi-
veis e a genes para conjugacao bacte-
riana presentes em plasmideos porta-
dores de genes cry (Schnepf et al,
1998). O objetivo seria nio somente
aumentar a eficiéncia e reduzir os cus-
tos de formulacoes de sprays ICPs
tradicionais, mas também fornecer al-
ternativas Uteis e importantes para sua
utilizacao em estratégias biotecnolégi-
cas de CB. Recentemente, uma nova
classe de proteinas entomocidas foi
identificada como sendo secretada no
sobrenadante de culturas de certas
cepas de Bt em fase logaritmica de
crescimento (Estruch et al., 1996; Yu
et al., 1997). Essas proteotoxinas rece-
beram a denominac¢io de ‘VIPs’ (do
inglés vegetative insecticidal proteins),
tendo demonstrado acao sobre um
espectro maior de espécies de insetos-
praga quando comparadas a muitas &-
endotoxinas (proteinas CRY). Além
disso, sao produzidas em etapas inici-
ais do processo de crescimento das
bactérias em cultura, antecipando as-
sim sua obtencio. A forma de acao das
VIPs é similar 2 das CRY,, isto é, destrui-
¢ao da funcao digestiva dos insetos-
alvo (Figura 2), apesar de os tipos de
receptores de membrana das células
do intestino médio parecerem ser de
natureza distinta (Yu et al., 1997).
Em bioensaios de mortalidade de
lagartas-do-cartucho recentemente re-
alizados em nosso laboratdrio, foi iden-
tificada uma cepa contendo significati-
va a¢ido entomocida na fracao protei-
na-total precipitada a partir de seu
sobrenadante de cultura (Figura 4).
Analise por PCR utilizando primers
Vip3A-especificos, desenhados para
amplificar o gene completo e 2 frag-
mentos sobrepostos revelaram uma
Unica banda de tamanho esperado para
as combinacdes de primers testadas,
cuja identidade com gene Vip3A pre-
viamente descrito (Estruch et al., 1996)
foi confirmada por seqienciamento de
DNA (Figura 5). Cromatografia de tro-
ca-ibnica dessa proteina total em colu-
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Tabela 3. Distribuicao de 60 isolados de Bt em diferentes classes de mortalidade contra lagartas-do-cartucho e
respectivas combinag¢oes de 3 genes cry detectados por PCR

Mortalidade lagartas (%)

0-10

10 - 20
20 - 40
40 - 60
60 - 75
75 - 90
90 - 100

n? de isolados de Bt
nenhum” 1C
25 4 18

8 3 4

9 5 3

2 1 1

2 1 -

1 - -

13(MF - 3

n® de isolados contendo cry:

1C+1D IC+1E IC+1D+1E
- 3 -
1 - -
1 - -
- 1 -
- 1 -
1 7 2

" Isolados onde nenhum dos quatro genes cry estudados (1C, 1D, 1Eand 1F) foram detectados.

§ O n? entre paréntesis corresponde a propor¢ao real de isolados de Bt encontrados para a respectiva classe de
mortalidade, dentro de uma amostra aleatéria de 48 isolados; outros 12 isolados foram adicionados com base nos dados
de mortalidade para aumentar o tamanho relativo da classe

na de DEAE-celulose permitiu a sepa-
racio preliminar da fracio contendo o
peptideo de peso molecular corres-
pondente a VIP, sendo que a sua
atividade inseticida foi confirmada por
novos bioensaios, utilizando dietas ar-
tificiais embebidas nessa fracao eluida
da coluna. O gene completo foi obtido
por PCR (Figura 5) e clonado em vetor
apropriado para expressio em plantas

(Figura 0), conforme metodologia pre-
viamente descrita (Carneiro et al.,
2000). Atualmente, plantas de milho
transformadas com esse gene isolado,
99,8% idéntico ao Vip3A4, estao sendo
testadas em experimentos de bioen-
saio de mortalidade de lagartas-do-
cartucho, utilizando as folhas in natura
dessas plantas transformadas como
fonte exclusiva de alimento. Alguns

A e %
R Pl L
| 0.15 Kb,
LR . . LR
ATG gene Vip3A *
| 237 Kb '

Kb Kb

3.0

30 20
2.0 1.6
1

o 1.0
1.0
0.5 0.5

vipd x viph vipd x vipB

{237 Kb} {1.31 Kb]

Kb

3.0 0.5
2.0
1.6
1.0
0,15
0.5
vipSx vip2  vip3 xvip2
(1,21 Kb) (0,15 Kb}

Figura 5: (A) Esquema da localizagio relativa no gene dos primers utiliza-
dos para os experimentos de PCR e o isolamento do ‘ Vip34'; (B) Resulta-
dos de amplificacao para a cepa HD125, confirmando a presenca do gene,
que demonstrou ser 99,8% idéntico a seqiiéncia de nucleotideos publicada
para o gene Vip3A(a) (Estruch et al., 1996)
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resultados preliminares tém sugerido
uma ac¢do entomocida relativamente
baixa, apesar de perfeitamente justifi-
caveis pelo fato da seqiiéncia de nu-
cleotideos do gene bacteriano isolado
e clonado nio ter sido alterada para
satisfazer a freqtiéncia de cédons (tR-
NAs) existente nas células de milho;
experimentos de transformaczo de clo-
roplastos de milho (cuja freqiéncia de
c6dons e tRNAs € mais semelhante as
normalmente encontradas em bactéri-
as) deverdo permitir uma acao insetici-
da mais eficiente. Cabe salientar, con-
tudo, que uma acdo entomocida me-
nos vigorosa que nao elimine individu-
0s suscetiveis, mas, sim, apenas au-
mente o ciclo vital da praga, reduzindo
significativamente os niveis de dano
econdmico, podera ser dtil em estraté-
gias de prevencao de desenvolvimen-
to da resisténcia as toxinas Bt pelos
insetos-alvo (ver adiante).

A técnica de PCR nas condicoes
empregadas permitiu a deteccio de
outras sequiéncias com alta identidade
de nucleotideos em relacio ao gene
Vip3A, em diversos outros isolados de
nossa colecao. Contudo, a0 menos em
bioensaios realizados diretamente com
a fraco protéica total de seus sobrena-
dantes, nao foi possivel detectar efei-
tos entomotdxicos na lagarta-do-cartu-
cho (ex. - Figura 4). Alinhamento mul-
tiplo dessas seqiiéncias evidenciou uma
maior dissimilaridade em relacio ao
Vip3A previamente descrito, apesar
de a identidade global de nucleotideos
ser ainda muito alta. Tomados em
conjunto, os resultados demonstraram
que, apesar de freqiiente a presenca
de genes Vip3A4 em germoplasma tro-
pical de Bt, tais genes sio distintos



estruturalmente entre si, sendo que
somente alguns dos respectivos isola-
dos demonstraram maior atividade in-
seticida (Loguercio et al., 2001b). O
isolamento desses genes e sua expres-
520 em sistemas bacterianos heterélo-
gos para producao de grandes quanti-
dades purificaveis de toxinas VIP per-
mitird uma melhor avaliacao do poten-
cial de utilizacao dessas proteinas em
estratégias de CB. Estudos posteriores
identificarao a necessidade, ou nao, de
se resintetizar o gene para ajusta-la 2
freqiiéncia de tRNAs de milho para
expressao em plantas.

Estratégias de uso do milho Bt

A escolha e utilizacao de hibridos
de milho contendo genes codificado-
res de entomotoxinas de Bt para uso
em MIP, em uma determinada area,
depende de varios aspectos importan-
tes a considerar: (1) qual o sistema de
producio utilizado e o nivel de produ-
tividade e retorno econémico espera-
do?; (ID qual(is) a(s) principal(is)
praga(s) que podem prejudicar a(s)
lavoura(s)?; (ZID) qual o potencial de
infestacao da(s) mesma(s)?; (IV) quais
os métodos disponiveis para o contro-
le?; (v) com qual(is) método(s) obter-
se-fa uma maior eficiéncia econdmica?;
(VD quais os riscos de desenvolvimen-
to de resisténcia pelas populacoes de
insetos-praga?; entre outros. Sabe-se
que o uso amplo e indiscriminado de
um mesmo genotipo nao € recomen-
davel devido ao problema de unifor-
mizacio genética; da mesma forma
que para inseticidas quimicos usados
continuamente em dreas geograficas
determinadas, populacoes de campo
de virias pragas sao capazes de desen-
volver resisténcia 2 &-entoxinas de Bt,
seja na forma de formula¢des comerci-
ais tradicionais do tipo sprays, seja na
forma de toxinas expressas pela plan-
ta. Em alguns casos, a evolucio da
resisténcia de insetos a certos grupos
de toxinas Bt demonstrou ser surpre-
endentemente maior que o inicial-
mente imaginado (Tabashnik et al,,
1997).

Outro importante aspecto a ser
considerado é o potencial efeito ad-
verso das toxinas Bt sobre os inimigos
naturais das pragas (importante estra-
tégia para MIP, como se viu anterior-
mente), mesmo levando-se em consi-
deraciao a evidenciada especificidade

1 CAMV3SS | VipdA | NOS |
F B840 1 =+ =13k .
T Fl B0 e vip3 L vipd o 3._?,':'
ig B20 o 1.3 kb |
g Df=— 360 st vipd inf) 5

promobar Caliny 155

'!:_htln GUS
T puon GUS

Promador CaMy35E "’
e, Histidina g
Fasfinairicing [R) _,r"'
__ NOos
Eﬂ'ﬁ!fl!l?r_h_h - poli-A
A U pCAMBIA3Z0Y |\
Pkt 11307 pb BordaT
- {dirnita}
Canamicina iR x
P51 sla
pBRIZZ ori - #

T pVET e

Figura 6: Construcio génica utilizada para transformacao de milho com

gene Vip3A de Bt, cepa HD125

das toxinas Bt para insetos nos niveis
taxonémicos de ‘ordem’ e ‘familia’.
Para o caso especifico da lagarta-do-
cartucho, testes de toxicidade sao im-
prescindiveis para os seguintes inimi-
gos naturais, com eficiéncia compro-
vada de controle sobre essa praga de
milho: Doru luteipes (predador), Tri-
chogramma spp, Telenomus sp, Che-
lonus insularis, e Campoletis flavi-
cincta (parasitéides)(Cruz, 1995). A
necessidade de tais testes torna-se ain-
da mais evidente se considerarmos a
controvérsia existente sobre potenci-
ais efeitos adversos de toxinas Bt em
espécies de inseto nio-alvo, como a da
borboleta ‘monarca’ (Sears etal., 2001).

Quanto a questao do desenvolvi-
mento de resisténcia por parte dos
insetos as toxinas Bt, ja existem algu-
mas estratégias recomendadas para
conter ou retardar esse evento, as
quais foram testadas em relagcio a bro-
ca-européia-do-milho. Uma delas su-
gere o uso de hibridos de milho com
alta expressao das toxinas (alta dose),
de modo que produza toxina suficien-
te para eliminar insetos parcialmente
resistentes; a outra, baseia-se no uso de
parte da drea de lavoura com milho-Bt
(bordaduras ou fileiras intercaladas)
plantadas com milho nao-Bt - os cha-
mados “refagios” -, visando a amenizar

a pressio de selecio em favor dos
individuos resistentes as toxinas Bt.
Dessa forma, os insetos sensiveis ali-
mentar-se-iam nesses refagios, per-
manecendo vivos e reprodutivos na
area; tal estratégia baseia-se na dilui-
¢do da freqtiéncia dos alelos de resis-
téncia, permitindo, assim, a manuten-
¢do da susceptibilidade geral da po-
pulacio.

Como o milho é parte integrante
de racoes utilizadas na indastria de
criacio e processamento de animais,
levantam-se algumas questoes de bi-
osseguranca relacionadas com o uso
do milho-Bt. Segundo informacoes
disponiveis publicamente (http://
www.monsanto.com.br/biotecnolo-
gia/publicacoes/teseguranca06.htm),
experimentos de campo e de alimen-
tacao nao detectaram diferencas de
comportamento e crescimento entre
animais alimentados com milho-Bt e
com milho convencional. Além disso, é
interessante citar um beneficio indireto
na qualidade dos graos de milho-Bt e,
por conseguinte, na seguranca de ali-
mentos e racdes, que € a reducio
drastica de danos causados por insetos
em espigas, os quais conduzem a ocor-
réncia de bolores produtores de ‘fumo-
sina’ - uma micotoxina perigosamente
toxica a animais e humanos.
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Conclusdes e Perspectivas

A cultura do milho é de vital impor-
tincia para a economia nacional e
mundial, e ocupa uma darea agricola
significativa. Nessas condi¢oes, tende
a ser uma lavoura tecnificada, cujo
sistema de producido baseie-se na
mecanizacio e na elevada utilizacao
de insumos fertilizantes e de defensi-
vos agricolas. Tais circunstancias, ao
longo das dltimas 5 ou 6 décadas,
trouxeram sérias conseqiiéncias e im-
pactos ambientais e de saide publica,
das mais diversas naturezas, para as
quais necessita-se urgentes atitudes e
politicas recuperadoras. Considerando,
contudo, que alteracdes infra-estrutu-
rais nos sistemas vigentes de producao
agricola sio extremamente dificeis e
lentas, tem-se que o emprego de tec-
nologias mitigadoras e minimizadoras
desses impactos possuem alta rele-
vancia. Assim, o desenvolvimento de
hibridos de milho comerciais (bem
como o de variedades e cultivares de
outras espécies agricolas) que expres-
sem entomotoxinas de Bt aparece
como uma dessas alternativas, visto
que trazem um enorme potencial de
emprego no MIP dessa e de outras
culturas. Como em qualquer desenvol-
vimento tecnolégico, virios proble-
mas potenciais e riscos de utilizacao
existem e, como tais, devem ser abor-
dados adequadamente, visando sem-
pre assegurar niveis aceitiveis de se-
guranca publica nos Ambitos alimentar
e ambiental. O horizonte potencial de
utilizacao e de beneficios do sistema
de “plantas Bt” é enorme e dinamico,
e tenderd a oferecer mais e melhores
alternativas de manejo agricola susten-
tavel quanto mais conhecimento cien-
tifico e técnico a ele for agregado.
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