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RESUMO

PROTEINAS BIOINSETICIDAS PRODUZIDAS POR BAcILLUS
THURINGIENSIS

acillus 19215 ¢ u ctéri —positiv: énic:

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram—positiva, entomopatogénica,
que se caracteriza pela presenca de inclusoes cristalinas denominadas de
— Xi u it . { Hxica
d—endotoxinas ou proteinas Cry. Essas proteinas podem ser altamente téxicas
para insetos suscetiveis, nao apresentando atividade para outros organismos.

visAo s C ci ¢ vari

Nesta revisao sio abordados aspectos relacionados com a variedade de
proteinas produzidas por essa bactéria bem como o seu mecanismo de agao.

Termos para indexagdo: controle biol6gico de insetos, patologia de insetos,
bacteriologia aplicada.

ABSTRACT

PROTEIN BIOINSECTICIDES PRODUCED BY BacriLLus
THURINGIENSIS

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram positive, entomopathogenic bacteria that
produces crystalline inclusions called —endotoxins or Cry proteins. These
proteins are highly toxic to susceptible insects, not showing activity against
others organisms. This review report aspects of wvariability of proteins
produced by these bacterium as well as the mode of action.

Index terms: biological control of insects, insect pathology, applied
bacteriology.

1. INTRODUCAO

A busca por alternativas para tentar diminuir o uso de inseticidas quimicos tem

sido realizada em todo mundo com a finalidade de reduzir os impactos causados ao
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meio ambiente por esses agentes que, além de poluir, causam desequilibrio ecolégico
e promovem o surgimento de insetos resistentes (Estruch ez a/, 1997).

Devido a essas restri¢oes, o interesse por agentes bioldgicos para controle de
insetos—praga e vetores de doengas tem aumentado. Dentre os bioinseticidas mais
utilizados, Bacillus thuringiensis, uma bactéria Gram—positiva, destaca—se como um
agente favoravel e seguro para o controle bioldgico de insetos por ser altamente
especifico e nao apresentar atividade toxica para mamiferos (Pang ez al, 1992;
Schnepf ez al., 1998).

Essa bactéria ¢ responsavel por mais de 90% dos biopesticidas disponfveis em
todo o mundo (Polanczyk & Alves, 2003). Estima—se que sejam aplicados, por ano,
por volta de 13.000 toneladas de bioinseticidas a base de B. thuringiensis (Hansen &
Salamitou, 2000).

A atividade entomopatogénica do B. #huringiensis ¢ devido a presenca de inclusdes
cristalinas denominadas delta—endotoxinas ou proteinas Cry, que sao produzidas
na fase de estacionaria e acumuladas no compartimento da célula mie durante a
esporulagao, correspondendo a 25% do peso seco da célula (Figura 1) (Agaisse &
Lereclus, 1995). Estas inclusoes cristalinas podem conter uma ou mais proteinas Cry,
que, por sua vez, apresentam um amplo espectro de agao, com atividade para diversas
ordens de insetos (Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, Coleoptera), nematoides,

acaros e protozoarios (Schnepf ez al., 1998).

Figura 1. — Microscopia de contraste de fase (A) e microscopia eletronica
(B) de B. thuringiensis mostrando: (c) cristais, (e) esporos (adaptados de www.
futura—sciences.com/uploads/tx_oxcsfutura/ comprendre/d/images/
604/pintuteau_03.jpg, e wwwufrgsbr/ laprotox/digestion—eng.htm,
respectivamente).

As proteinas Cry contidas no cristal, quando ingeridas pelo inseto suscetivel, sio
solubilizadas pelo pH alcalino no intestino da larva e liberadas como pré—toxinas
que serdo ativadas por serino—proteases, formando toxinas ativas que se ligardo a

receptores das microvilosidades intestinais. Apds a ligacdo, as toxinas se inserem
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na membrana formando poros e desestabilizando o gradiente osmético levando a
morte do inseto (Bravo ez al., 2007, de Maagd ez al., 2001, Schnepf ez al., 1998).

Uma das vantagens do uso dessa bactéria deve—se a atividade das suas toxinas
serem especificas para insetos suscetiveis, sendo classificada como segura por ser
inécua aos mamiferos, plantas e outros invertebrados. Esse fato torna B. thuringiensis
excelente candidato para o controle de insetos, reduzindo o uso excessivo de

agrotoxico que ¢ prejudicial ao meio ambiente e a saude do agricultor.

2. DIVERSIDADE DE TOXINAS PRODUZIDAS POR B. THURINGIENSIS

B. thuringiensis produz, além das proteinas Cry, varias toxinas com atividade
inseticida dentre elas a o—exotoxina, [B—exotoxina, hemolisinas, exoenzimas e
proteinas inseticidas vegetativas, VIPs (do inglés — “vegetative insecticidal proteins”)
que podem atuar aumentando a toxicidade das 8—endotoxinas. Além das toxinas, os
esporos também podem contribuir com a patogenicidade através da acdo sinérgica

desempenhada junto com as proteinas Cry.

2.1. a—exotoxina

E uma enzima com atividade citolitica que age sobre os fosfolipideos presentes
nas membranas celulares. E termolbil, solivel em agua, sendo altamente toxica para
alguns insetos, seja por administragao oral ou intra—hemocélica, e também para ratos,
causando degeneracdo e lise das células. HEssa toxina também ¢é conhecida como
fosfolipase C, lecitinase ou fosfatidilcolina fosfohidrolase (Hansen & Salamitou,
2000).

2.2. B—exotoxina

Esta toxina, também chamada de Thuringiensina, é produzida durante a fase
vegetativa e secretada no meio de cultura. E termolabil, com baixa massa molecular.
Existem dois tipos de f—exotoxinas: A toxina tipo 1 que é um analogo de ATP,
composto por adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico (Farkas ez a/., 1969). Sua
atividade toxica estd relacionada com a inibicdo da RNA polimerase através da
competicio com ATP, apresentando um amplo espectro de toxicidade para varias
ordens de insetos, acaros, nematdides e também vertebrados, provocando efeitos

teratogénicos e mutagénicos (Hansen & Salamitou, 2000); A toxina do tipo 1II é
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um andlogo de UTP e ¢ mais téxica que a do tipo 1, principalmente para insetos
da ordem Coleoptera (Levinson ¢z al., 1990). Devido a sua alta toxicidade frente
a mamiferos, um dos critérios indispensaveis em alguns paises para a produ¢io
comercial ¢ a selecdo de estirpes de B. #huringiensis que nao produzam essa toxina
(McClintock ef al., 1995).

2.3. Exoenzimas

B. thuringiensis produz um grande nimero de exoenzimas que desempenham
um papel importante na patogenicidade a insetos. Dentre as exoenzimas estio as
quitinases e as proteases. Essas exoenzimas sio liberadas pela bactéria e vao provocar
ruptura da membrana peritréfica favorecendo o acesso das 8—endotoxinas ao epitélio
intestinal (Reddy e7 a/., 1998; Sampson & Gooday, 1998).

2.4. Proteinas vegetativas inseticidas (VIP)

Um grupo de proteinas denominadas VIP é produzido por algumas estirpes de
B. thuringiensis durante a fase vegetativa de crescimento e de esporulaciao (Estruch ef
al., 1996). Essas proteinas sdo secretadas e nao formam inclusoes cristalinas, por esse
motivo e também por ndo apresentarem homologia de seqiiéncia ou de estrutura,
as VIPs foram excluidas da nomenclatura das proteinas Cry (Schnepf ez al., 1998).
O modo de agdo dessas proteinas ainda nio foi totalmente elucidado, sabe—se que
a VIP3A une-se as células epiteliais do intestino médio do inseto provocando
posteriormente, a lise celular. As manifestacoes toxicas sio semelhantes as que
ocorrem com as proteinas Cry (Yu ez al, 1997). As proteinas VIPs apresentam uma
massa molecular variando de 88 a 100 kDa e apresentam atividade contra insetos
pouco sensiveis a maioria das proteinas Cry como Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda,

S. exigna e Helicoverpa zea (Yu et al., 1997).

2.5. 5—endotoxina

Quando B. thuringiensis encontra—se em condi¢Oes nutricionais desfavoraveis,
a divisdo celular é interrompida e inicia—se o processo de esporulacio. Durante
a fase de esporulagio, ocorre a producio de inclusdes cristalinas denominadas
d—endotoxinas ou proteinas Cry (do inglés — “crystal”). Essas delta—endotoxinas

vao sendo acumuladas no compartimento da célula—mae. No final da esporulacio,
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o cristal ¢ liberado juntamente com o esporo. Existem dois tipos de 8—endotoxinas:
as proteinas Cry e as protefnas Cyt. O espectro de a¢do das d—endotoxinas ¢é
normalmente restrito a uma determinada ordem de insetos, Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Diptera ou nematéides e acaros (Schnepf ez al., 1998). Essa bactéria
pode produzir uma ou mais proteinas Cry com massa molecular variando de 40 a
140 kDa (Serafini ez al., 2002). A forma do cristal é determinada pela composicao
e estrutura das S—endotoxinas presentes, podendo apresentar—se nas formas
bipiramidal, cubdide, ovéide, rombdide, esférico ou até mesmo sem uma forma
definida (Habib & Andrade, 1998; Polanczyk & Alves, 2003).

As proteinas Cyt nio apresentam homologia com as proteinas Cry, possuem
atividade citolitica, apresentando afinidade para dcidos graxos insaturados na
porcao lipidica da membrana celular (Thomas & Ellar, 1983). As proteinas Cyt sdo
constituidas pelos grupos Cyt1 e Cyt2, onde a classe Cyt1 apresenta trés tipos: Cyt1Aa,
CytlAb e CytlBa (Ward ez al, 1988; Thiery ez al., 1997), enquanto a classe Cyt2
possui cinco integrantes: Cyt2Aa, Cyt2Ba, Cyt2Bb, Cyt2Bc e Cyt2Ca. Apresentam
massa molecular de 27 — 30 kDa e todas sao toxicas para insetos da ordem Diptera.
Além disso, a proteina Cyt2Ca apresenta também atividade contra insetos da ordem

Coleoptera (Crickmore ez al., 1998).

3. CLASSIFICAGAO DOS GENES QUE (CODIFICAM AS 6—ENDOTOXINAS

B. thuringiensis pode conter de um até dezessete elementos extracromossomais,
com massa molecular entre 1 a 300 MDa (Catlson ez al., 1996). Os genes ¢ry, que
codificam as 8—endotoxinas, estdo localizados em plasmideos. A maioria desses
plasmideos tem funcdo atribuida a producio das inclusdes cristalinas (Schnepf ef
al., 1998).

O primeiro gene ¢ry de B. thuringiensis foi clonado e seqiienciado em 1981
por Schnepf & Whiteley e desde entdo, o numero de seqiiéncias tem aumentado
consideravelmente. Inicialmente, a caracterizacio desses novos genes nao tinha
uma nomenclatura adequada e os mesmos eram classificados de maneira arbitraria
(Crickmore et al., 1998), demonstrando a necessidade de uma padronizagdo. Foi
entdo que no final da década de 80, percebendo a necessidade de organizar melhor a
nomenclatura desses genes, Hofte & Whiteley (1989) propuseram uma nomenclatura
para os genes ¢y, onde a classificacio dos genes era baseada na combinacio de
seqiéncias de aminodcidos e no espectro de atividade da proteina cristal. Os

autores agruparam 14 tipos de genes diferentes, os quais foram distribuidos em
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quatro classes que apresentavam atividade contra Lepidoptera (¢ryl), Lepidoptera e
Diptera (¢ryll), Coleoptera (¢rylll) e Diptera (¢ryl1”) e uma quinta classe, cytA, que foi
agrupada separadamente por ndo apresentar homologia de seqiiéncia ou atividade
téxica com as outras classes (Tailor ez al., 1992; Crickmore ez al., 1998). A medida que
novos genes foram isolados e caracterizados, comegaram a observar que o sistema
de classificacdo de Hofte & Whiteley ndo era muito eficiente, uma vez que nio era
possivel acomodar nessas diferentes classes os genes que apresentavam sequéncias
de aminoacidos similares, porém, ndo mostravam toxicidade com o mesmo espectro
de a¢do. Foi entdo que em 1998, Crickmore e a/. apresentaram uma nova classificacio
baseando—se apenas nas relagdes entre as seqiiéncias de aminoacidos. Nessa nova
proposta, a classificagdo ¢é feita pelo nome da toxina (Cry ou Cyt) seguido de
numero (nimeros romanos foram trocados por ardbicos para comportar melhor o
grande numero de novas proteinas), letra maiuscula, letra mindscula e numero (ex:
Cry2Aa4) dependendo da sua localizag¢do na arvore filogenética (de Maagd ¢ /.,
2001). Até o momento, ja foram descritos mais de 400 genes cry e agrupados em
67 grupos de proteinas Cry (Cryl a Cry67) (http://wwwlifesci.sussex.ac.uk/home/
Neil_Crickmore/Bt /toxins2.html) (atualizado em 13/09/2010).

4. ESTRUTURA DAS PROTEINAS CRY DE B. THURINGIENSIS

A maior parte das —endotoxinas apresentam—se como uma proé—toxina com
massa molecular variando de 130-140 kDa, que para serem ativadas devem ser
processadas por proteases do intestino médio dos insetos, liberando um fragmento
entre 55—65 kDa (Hofte & Whiteley, 1989; Lereclus ef /., 1989). A pré—toxina possui
duas regides distintas: uma por¢io amino—terminal, normalmente variavel e que esta
associada a toxicidade, e uma por¢io carboxi—terminal, mais conservada entre as
proteinas, relacionada geralmente a formagao do cristal (Chestukhina ez a/., 1982).

Experimentos realizados com genes trucados na regiao 5’ou 3’ revelaram que a
regido do DNA necessaria para a sintese da proteina toxica € a partir do cédon 29
ao 607 ou 615. Além disso, a proteina truncada mantém a especificidade toxica da
d—endotoxina nativa. O papel do dominio carboxi—terminal dessas proteinas esta
relacionado com a estrutura, formacgio e solubilizacdo do cristal. Essa hipotese ¢é
mantida pela presenca de residuos de cisteina localizados na por¢do C—terminal,
responsaveis pelas pontes dissulfeto que mantém as proteinas juntas e estiveis na
inclusao cristalina (Hofte & Whiteley, 1989; Lereclus e7 al., 1989; Schnepf e al,
1998).
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Hofte & Whiteley (1989), analisaram algumas regides que sdo altamente
conservadas entre as proteinas Cry e, apds o alinhamento de seqiiéncias de
aminoacidos, revelaram a presenca de cinco blocos conservados na regido que
codifica a toxina. Schnepf ¢7 al. (1998) descreveram outros trés blocos localizados
na regido da pro—toxina. Esses resultados sao importantes para comprovar a fungao
biolégica dessas proteinas e também sugerem que as proteinas Cry formam familias
com blocos similares ¢ mecanismos de acao semelhantes (Monnerat & Bravo,
2000).

Na figura 2, ¢ possivel distinguir os trés grupos de proteinas Cry. O primeiro
¢ formado pelas proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl0, Crylo,
Cryl7, Cry19 e Cry20 que apresenta os cinco blocos conservados na por¢ao toxica.
O segundo contém Cry5, Cryl2, Cryl13, Cry14 e Cry21 que se caracteriza por ter
regides homologas aos blocos 1, 2, 4 e 5, apresentando uma variante do bloco 2 e
auséncia do bloco 3. O terceiro grupo é composto pelas proteinas Cry2, Cryll e
Cry18 que possui o bloco 1 conservado e apresenta uma variante truncada do bloco

2 e ndo apresenta os blocos 3, 4 e 5 (Lereclus ¢z al., 1989; Schnepf ez al., 1998).

Domain | Domain il Domain Hil

CrylA
Cry3A
CrydA
Cry7A
Cry8A
Cry9A
Cry10A
Cryl19A

Cry20A
Cryl16A
Cryl7A

Cry5Aa

Cryl2A

Cryl4A
Cry21A
Cryl3A

Cry2A

Cryl8A .
T 100 amino acids

cyita M ] —

Figura 2. — Posicao dos blocos conservados entre as protefnas Cry. Os
retangulos em preto, cinza claro e branco indicam, respectivamente, alto,
moderado ou baixo grau de homologia entre os blocos (Schnepf ez a/., 1998).
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A partir da estrutura tridimensional da proteina Cry3A, foi determinado que
estas moléculas estdo organizadas em trés dominios (Li ez a/, 1991). O dominio I
N-terminal é composto por 7 a—hélices onde uma hélice central (a5 — hidrofébica)
esta rodeada por outras 6 a—hélices anfipaticas. Estudos realizados com a toxina
Cry3Bb, toxica para insetos da ordem Coleoptera, mostraram que o dominio I esta
envolvido na inserciao da proteina na membrana e na formacio do poro (Prieto—
Samsoénov e al., 1997). Os dominios 11 e 111 sao formados principalmente por folhas
B. O dominio II contém trés folhas B antiparalelas dispostas ao redor de um nucleo
hidrofébico (Aronson & Shai, 2001). O dominio III C—terminal, também chamado
de B — prisma consiste de duas folhas 3 antiparalelas. Os dominios II e III estao
envolvidos no reconhecimento e ligagido ao receptor. Além disso, o dominio III
pode estar relacionado com a estabilidade estrutural da toxina e na formacio do
poro (de Maagd ¢ al., 2001) (Figura 3).

Doradrio IIl
(estabilidade da proteina)

e

/’ "\ k
Dominio I (

(formagdo do pora)

N Dominio I
(ligagdo ao receptor)

Figura 3. — Representacio da estrutura tridimensional da toxina Cry. (A)
Toxina Cry3A. A toxina apresenta trés dominios. O dominio I esta envolvido
na inser¢io na membrana e formagdo de poro, os dominios II e III estao
envolvidos no reconhecimento e ligagio ao receptor. O dominio 111 ¢ também
responsavel pela estabilidade da proteina (Adaptado de Aronson & Shai,
2001).
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5. MECANISMO DE AGAO DAS PROTEINAS CRY

As proteinas Cry apresentam—se como pro—toxinas e para desencadearem efeitos
toxicos necessitam ser ativadas por proteases. O modo de a¢io dessas proteinas
envolve uma série de etapas (solubiliza¢do e processamento da toxina, ligacdo ao
receptor, inser¢ao na membrana e citdlise) que se inicia a partir do momento que o
cristal e o esporo sdo ingeridos pela larva suscetivel (Schnepf e a/.,1998).

A solubilizagao da pré—toxina ocorre em pH alcalino no intestino médio da
maioria das larvas de insetos suscetiveis (Lepidoptera, Diptera e alguns insetos
Coleoptera) (Knowles, 1994). Diferencas na solubilizacio podem contribuir para
determinar as alteracdes no grau de toxicidade entre as proteinas Cry (Aronson ef
al., 1991).

Ap6s a solubilizacao, muitas pré—toxinas sao processadas por proteases que estao
presentes no intestino médio do inseto, liberando o fragmento toxico (Tojo & Aizawa,
1983). A proteina CrylA (130 — 140 kDa), ap6s a digestao, ¢ clivada nos primeiros
28 residuos da extremidade N—terminal e nos tltimos 500 residuos da extremidade
C—terminal liberando um fragmento de 55 — 65 kDa. A clivagem proteolitica ¢ um
fator importante que pode contribuir para determinar a especificidade; a principal
protease digestiva de Lepidoptera e Diptera ¢ serino—protease, enquanto que para
Coleoptera sio principalmente cisteino e aspartico—proteases (de Maagd ef al,
2001).

Alguns autores sugerem que o mecanismo de resisténcia desenvolvido no inseto
esta relacionado com a reduc¢io de solubilidade e proteases envolvidas (Aronson ef
al. 1991). Esse fato deve—se a diferencas presentes no intestino dos insetos. Haider
& Ellar (1989), mostraram que dependendo da enzima proteolitica presente, uma
pro—toxina pode ser clivada em uma toxina ativa para lepidopteros ou dipteros. Os
autores chegaram a esta conclusio apos tratamento de uma proteina de 130 kDa
toxica para dipteros e lepidopteros de B. thuringiensis sorovar aigawai com extrato
de intestino médio do lepidoptero Preris brassicae. A toxina, apds o tratamento,
mostrou—se toxica para ambas as larvas de P. brassicae e Aedes aegypti. Porém, quando
ativada por proteases do intestino de larvas de A. aegyp#s, a toxina ativa apresentava
toxicidade apenas para larvas de dipteros.

Apbs serem ativadas, as proteinas Cry ligam—se a receptores especificos
presentes nas microvilosidades das células colunares do intestino médio das larvas

de insetos suscetiveis, sendo um fator importante para a toxicidade e especificidade

Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agronémica, vol. 7, p.119-137, 2010.



128 PROTEINAS BIOINSETICIDAS PRODUZIDAS...

das 8—endotoxinas (de Maagd e7 a/., 2001). Até o momento foram descritos quatro
receptores que estdo situados na superficie das células intestinais de larvas da ordem
Lepidoptera. Uma aminopeptidase N (APN), que estd ancorada a membrana por
uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), uma proteina do tipo caderina, uma
proteina glicoconjugada de 270 kDa e uma fosfatase alcalina ancorada a GP1. O GPI
¢ suscetivel a acdo de uma fosfatase C especifica enddgena do inseto e permite sua
unido com a toxina de maneira especifica. Em lepidopteros, a CrylA se ligaa APN de
120 kDa e as proteinas do tipo caderina (Bt—R1) de 210 kDa. As caderinas e as APN
interagem de modo consecutivo com diferentes estruturas da toxina. Inicialmente,
a toxina ativa se liga a caderina provocando a primeira modifica¢ao conformacional
onde expoe a regido da a—hélice para ser clivada por proteases da membrana. Apos a
clivagem ocorre a formagdo de um complexo pré—poro (na forma de um tetramero)
(Bravo et al, 2007). Este oligbmero se liga a APN, que esta ancorada a membrana pela
sua ligagao ao GPI, e em seguida, ocorre a insercio da toxina ativa na membrana de
forma irreversivel e induzindo a abertura ou formagio de poros que provocam uma
quebra no balango osmético da célula e conseqiiente lise celular (Knowles & Ellar,
1987; Knowles ez al., 1994). A etapa de unido aos receptores é importantissima para
determinacdo do espectro de acdo das delta—endotoxinas e tem sido alvo de varios
estudos (Bravo ¢ al., 2007).

Aintoxicagao nosinsetos daordem Lepidoptera manifesta—se por uma paralisacao
imediata do tubo digestivo e pecas bucais, levando 2 lise celular e a interrupcdo da
alimentacdo. As células colunares e caliciformes sao destruidas e propiciam a entrada
dos esporos que germinam (Du & Nickerson, 1996), conduzindo a lise do intestino
médio, inani¢io e posterior septicemia, levando o inseto a morte (Daf & Gill, 1993;
Monnerat & Bravo, 2000).

6. ConTROLE Bror.ocico UTmLizANDO B. THURINGIENSIS

A utilizagdo de microrganismos vem se destacando com uma alternativa para
o controle de insetos—praga nocivos a saude e a agricultura. Os bioinseticidas sdo
agentes mais seguros por nao poluirem o meio ambiente e ndo causarem danos a
saude do aplicador como os agrotéxicos. Dessa forma, representam uma alternativa
sustentavel que visa contribuir na manutenc¢ao do equilibrio biolégico.

B. thuringiensis é o principal agente do controle biologico de insetos, sendo
responsavel por aproximadamente 1% do mercado mundial de inseticidas (Navon,

2000). Dentre os bioinseticidas utilizados, B. #huringiensis é responsavel por
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aproximadamente 90% do faturamento mundial. A aplicagdo de B. thuringiensis ¢ por
volta de 13.000 toneladas por ano, gerando um mercado anual de 60 a 90 milhdes de
délares (Hansen & Salamitou, 2000; Gitahy ez al., 20006).

Essa bactéria ¢ considerada um agente seguro devido a sua alta especificidade
aos insetos—alvo, sendo in6cuo aos mamiferos e vertebrados e por nao poluir o meio
ambiente. (Polanczyk & Alves, 2003). Experimentos in vivo realizados utilizando
altas concentracdes da proteina Cry em outros organismos, que nao sio insetos,
nao demonstraram nenhuma altera¢io na atividade, comprovando a inocuidade dos
mesmos a0s demais organismos (Shimada ez a/., 2003). Esse fato torna B. thuringiensis
excelente candidato para o controle de insetos, reduzindo o uso excessivo de
agrotoxico que ¢ prejudicial ao meio ambiente e a saude do agricultor.

Hssas carateristicas influenciaram no desenvolvimento de uma formulacio de
bioinseticidas a base de B. thuringiensis (Whiteley & Schnepf, 1986; Vilarinhos ez a/,
1998). A primeira formula¢io foi produzida na Fran¢a em 1938 e desde entido mais
de 100 formulacdes ja foram colocadas no mercado mundial (Polanczyk & Alves,
2003; Polanczyk, 2004).

O bioinseticida a base de B. #huringiensis com maior aplicagdo é o Dipel®, a
base de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD—1. Essa estirpe foi selecionada para a
produgao do bioinseticida porque apresentou toxicidade até 200 vezes superior as
cepas utilizadas nos outros produtos comerciais. O Dipel® ¢ altamente eficiente
para mais de 170 lepid6pteros—praga, sendo pouco toxico para insetos das ordens
Coleoptera, Diptera e Hymenoptera, e algumas espécies de acaros (Dulmage, 1970;
Glare & O’Callagham, 2000).

Devido as vantagens do uso do B. #huringiensis como agente de controle bioldgico,
aumentaram nos ultimos anos o numero de estirpes isoladas e a busca por outras
cepas mais toxicas é crescente no mundo inteiro (Monnerat ez al., 2001). A descoberta
de linhagens bacterianas com amplo espectro de agdo é de extrema importancia
para o desenvolvimento de novos bioinseticidas contra diferentes insetos—praga,
reduzindo a probabilidade dos mesmos desenvolverem resisténcia.

A preocupagao em ctiar e manter colecOes de B. #huringiensis é importante para a
caracterizagao de novas d—endotoxinas que sejam eficazes contra diversas ordens de
insetos e também contra outros invertebrados, nematéides e protozoarios. Estima—
se que existam mais de 40.000 isolados de B. #huringiensis em cole¢oes espalhadas pelo
mundo (Miralles & Pérez, 2004).

Na década de 80, a manipulagio genética se tornou uma importante ferramenta
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molecular no estudo de combinagdes de proteinas toxicas de B. thuringiensis em
um unico produto (Navon, 2000). A capacidade de transferéncia de genes em
B. thuringiensis torna possivel o uso de proteinas recombinantes com melhores
caracteristicas permitindo melhorar a atividade, o rendimento e a estabilidade,
expressando varios genes de toxinas dessa bactéria, gerando novos produtos ativos.
As modifica¢oes genéticas obtidas em estirpes de B. #huringiensis sio: cura plasmidial,
conjugacdo, transformacdo, recombinacio e construcoes de proteinas hibridas
(Navon, 2000; Céron, 2004).

Existem varios relatos de que combinacSes de proteinas exibem uma atividade
sinérgica contra pragas aumentando o espectro de acdo (Crickmore ez al., 1995; Lee ef
al., 1996). Um dos exemplos dessa manipulagio ¢ o produto Foil®, da cepa EG2424,
que produz as proteinas CrylAc e Cry3A exibindo toxicidade para lepidépteros e
coleopteros (Gawron—Burke & Baum, 1991.).

Um outro processo que permitiu o controle de insetos—praga foi a inser¢ao de
genes ¢ry de B. thuringiensis em plantas (Adang ef al., 1993). Gheysen ef al. (1987),
foram os primeiros a relatar a introducdo de genes da 8—endotoxina em plantas de
tabaco produzindo grandes quantidades de proteinas para o controle de larvas de
Manduca sexta. Varios trabalhos demonstram a importincia das plantas transgénicas
expressando genes de B. #huringiensis como ferramenta no manejo integrado de pragas
(Vaeck et al., 1987; Koziel et al., 1993; Pielcher et al., 1997; Kota et al., 1999).

A introducio de genes ¢y em plantas com interesse econdémico representa
uma boa estratégia para o controle de insetos—praga (Betz ez al. 2000, De cosa ez al.
2001). A proteina Cry2Aa é téxica para varios insetos—praga tais como H. armigera
and H. punctigera (Lido et al., 2002), Plutella xylostella (Tabashnik ez al., 1993) e S.
frugiperda (Greenplate ef al., 2003). Kota et al. (1999) construiram plantas transgénicas
CrylAc e Cry2Aa e mostraram que a expressao de Cry2Aa em cloroplasto de folhas
transgénicas de tabaco resultou em 100% de mortalidade de H. virescens, H. gea e S.
exigna resistentes a CrylAc. Portanto, devido a diferenca na estrutura e atividade
inseticida das proteinas Cryl e Cry2A, as proteinas Cry2A.

O algodio Bt, ou seja, o algodido geneticamente modificado que contém gene
da bactéria B. thuringiensis ja vem sendo comercializado em todo o mundo. Segundo
a Cotton Advisory Board (2008), na India houve um aumento de 50% no uso de
algodio Bt, reduzindo dessa forma as aplicacoes de inseticida.

Outra alternativa para o controle biologico, principalmente de pragas de dificil

controle, como ¢é o caso da Diatrea saccharalis, que se alimenta do tecido interno da
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planta, é o uso de bactérias endofiticas transgénicas. Salles ez a/. (2000), relataram
a expressao de gene cry3A em bactéria diazotrofica (Gluconoacetobacter diazotrophicus
BR11281 e Herbaspirillum seropedicac BR11335) que se mostraram eficientes vetores,
sendo capazes de colonizar endofiticamente os tecidos das plantas, permitindo
controlar as pragas que se alimentam dos tecidos internos.

Outra estratégia envolvendo os genes ¢y ¢ a possibilidade de expressio em
organismos recombinantes heterdlogos. Varios grupos tém inserido no genoma do
baculovirus genes ¢ry na forma intacta, truncada ou fusionada a poliedrina, principal
proteina produzida pelo baculovirus (Merryweather ef al., 1990; Pang ef al., 1992;
Ribeiro & Crook, 1993, 1998; Martens ¢# al., 1995; Chang ez al., 2003; Martins, 2005,
2008; Aguiar, 2006, 2007; Corréa, 2007; Lima ez a/., 2008; Lima, 2009).

Lima (2009) expressou genes ¢ry2Aa e cryl 1.4 de B. thuringiensis no genoma do
baculovirus AcMNPV e as proteinas recombinantes expressas, Cry2Aa e Cryl1A,
apresentaram toxicidade para larvas de lepidéptero e diptero, respectivamente. O uso
de baculovirus como vetor de expressio permite estudar proteinas Cry isoladamente,
ou em associa¢do com outras proteinas, podendo contribuir para o desenvolvimento
de bioinseticidas mais potentes e menos suscetiveis a0 aparecimento de resisténcia
nos insetos—alvo.

A manipulacio de genes ¢y oferece uma alternativa para melhorar a sua eficacia
e a persisténcia da proteina no meio ambiente, eliminando certas caracteristicas
indesejaveis dos cristais tais como rapida degradacdo quando expostos a radiacio
ultravioleta, instabilidade na dgua e a incapacidade no controle de insetos que se

alimentam do tecido interno da planta (Navon, 2000; Salles ez a/., 2000).
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