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RESUMO - Os investimentos realizados para o controle de doengas, pragas e<rvas daninhas
por métodos quimicos em nivel mundial evoluiu de 850 milhoes de délares em 1960 para 17.4
bilhGes de délares em 1986. Esta tendéncia de aumento reduzin-se nos Gltimos quatro anos
para 2.4% ao ano, provavelmente em fungio de fortes pressoes sociais para conservagio am-
biental. A estes fatores se somardo certamente os métodos modernos de Biclogia Molecular
que permitem atualmente ndo s6 a engenharia genética de microorganismos entomopatogéni-
cos, como a prépria produgio de plantas transgénicas com estas caracteristicas. Estas pesqui-
sas s@io limitadas atnalmente por dois fatores principais. O primeiro diz respeito a dificuldades
de manipulagio de leguminosas e gramineas em nfvel de cultura de tecidos, transformagio ¢
regeneragdo de plantas. O segundo corresponde a insuficiente disponibilidade de genes pro-
venientes de B. thuringiensis que codifiquem para toxinas entomocidas principalmente para
Coleopteros. Essas limitagtes serdo analisadas neste trabalho, bem como as perspectivas para
superagio dessas dificuldades.

Termos para indexagdo: controle biolégico, engenharia genética, biotecnologia.

TRANSGENIC PLANTS RESISTANT TO INSECTS - LIMITATIONS
AND PERSPECTIVES

ABSTRACT - The investments on pest, plant diseases and weed control using chemicals,
increased from 850 million US$ dollars in 1960 to 17,4 billion US$ dollars in 1986. This
trend has been reduced in the last four years at the rate of 2.4%/ year, probably as a result of
the social movements for environment preservation. In addition this trend will also be
influenced in the future by modern methods of Molecular Biology which allow the genetic
engeneering of entomopathogenic microorganisms and the production of transgenic plants
with those characteristics. The research on these area are now limited by two main factors:
the difficulties in the manipulation of grasses and legumes concerning the tissue culture and
the transformation and regeneration of plants; the small availability of genes from B.
thuringiensis which produce entomocide toxines mainly to Coleoptera. In this study we
analyse these limitations as well as the possibilities of overcoming these dificuities.

Index terms: biological control, genetic engeneering, biotechnology.

CONTROLE QUIMICO DE DOENCAS,
PRAGAS E ERVAS DANINHAS

Os investimentos realizados para o controle
de doengas, pragas e ervas daninhas por méto-
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dos quifmicos a nivel mundial evoluiu de 850
milhdes de délares em 1960 para 17, 4 bilhdes
de délares em 1986. Este crescimento corres-
ponde a um indice de 4,3% ao ano,
(Woodburm 1987 citado por Valk & Koeman
1988). Esta tendéncia de aumento reduziu-se
nos ultimos 4 anos para 2,4% ao ano, prova-
velmente em funcfio de fortes pressGes sociais
para conservagio ambiental, nos pafses desen-
volvidos. Nos pafses em desenvolvimento, a
expectativa de aumento do uso de agrotdxicos,
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de 9,0% ao ano (Bamey 1980), ndo se confir-
mou. Entretanto pafses como a India e o Brasil
aumentaram o uso de agrotéxicos acima da
média mundial, enquanto os Estados Unidos,
Franga, Reino Unido ¢ Alemanha diminuiram.

Aidnda assim 19 bilhGes de délares serfio in-
vestidos neste setor em 1990. Deste total, mais
de 50% serdo dispendidos no Japdo, Estados
Unidos e Franga e 20 a 25% constitui a parti-
cipagdo dos pafses em desenvolvimento,
(Woodburn 1986a, 1986b citado por Valk &
Koeman 1988). Os herbicidas contribuem com
44% dos investimentos globais de agrotéxicos
e os inseticidas com pouco mais de 30%. No
Brasil os dispéndios com agrotéxicos atingirdo
cerca de 1 bilhdo de délares em 1990, supera-
do apenas pelos trés paises citados acima e pe-
la Unifo Soviética. Entre as culturas o maior
consumo de inseticidas se observa em al-
goddo, frutas, hortalicas e arroz (Woodburn
1987 citado por Valk & Koeman 1988).

CONTROLE BIOLOGICO E
ENGENHARIA GENETICA COMO
ALTERNATIVAS

O primeiro produto alternativo a base de
Bacillus para o controle biolégico de insetos,
(Bacillus popilliae) foi registrado em 1950.
Como a bactéria ndo cresce a 37 graus € os
esporos ndo germinam ou crescem no solo, os
problemas de seguranca para o homem e para
o meio ambiente foram considerados minimos.
O primeiro Bacillus thuringiensis foi registra-
do em 1960, (Rogoff 1980 citado por Burgues
1981). A bactéria & filogeneticamente préxima
do Bacillus cereies, que por sua vez tem afini-
dades bioquimicas com o Bacillus antracis.
As possibilidades de contaminagfo das cultu-
ras, mutacdes, € a potencialidade de contami-
nagio em mamiferos tornaram a liberagio do
B. thuringhiensis mais dificil. Superadas estas
dificuldades, verificou-se apds a liberagao dos
dois primeiros produtos comerciais, que apesar
do efeito entomocida da bactéria ser devida a
uma endotoxina (Z,) proteica, algumas estirpes
da bactéria também produzem exotoxina B
thuringiensina téxica para mamfferos-
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-0 uso comercial destas estipes foi proibido,
conforme a regulamentagio federal dos
Estados Unidos (Commerce Clearing House
citado per Burges 1981), e atualmente, deze-
nas de produtos comerciais a base de Bacillus
thuringiensis estio liberados para uso em todo
o mundo. No Brasil apenas o Dipel est4 regis-
trado no Ministério da Agricultura. O uso des-
tes agentes de controle biolégico € portanto
ainda muito restrito em comparagiio com ou-
tros pafses. A nfvel mundial, € possfvel que,
além das preocupagles ambientalistas, o uso
de produtos biolégicos alternativos a base de
Bacillus thuringiensis tenha influido na
tendéncia de redugdo do wso de inseticidas
quimicos, cujos investimentos relativos cairam
de 40 para 30% nos iltimos 30 anos. A estes
fatores se somarfio certamente os métodos mo-
dernos de Biologia Molecular que permitem
atualmente nao s6 a engenharia genética de
microorganismos, que conferem resisténcia a
insetos em plantas, como a prépria produgio
de plantas transgénicas com estas caracterfsti-
cas.
Esta perspectiva ¢ improvdvel com relagéo
ao uso de herbicidas. Os investimentos relati-
vos com herbicidas aumentaram de 22 para
43,7% nos \iltimos trinta anos, e correspondem
a 7,6 bilhGes de ddélares em 1990, A
Biotecnologia moderna nédo reveriera ¢, ao
contrdrioc aumentard esta tendéncia. De cerca
de 100 plantas transgénicas que foram libera-
das para uso pelo United States Department of
Agriculture (USDA) nos iltimos trés anos,
30% correspondem a plantas resistentes a her-
bicidas. Estas plantas estimulario o uso de
herbicidas. Por outro lado, cerca de 25% das
plantas transgénicas liberadas sdo resistentes a
insetos e contribuirdo para a reducdo do uso
de inseticidas.

A tendéncia a utilizagBo de plantas transgé-
nicas resistentes a insetos € estimulada pela
crescente resisténcia de insetos a inseticidas
além dos fatores ji citados, (Georghiou 1986).
O mimero de espécies de insetos resistentes a
inseticidas awmentou de 7 em 1938 para 447
em 1984, Este aumento tem ocorrido para to-

das as classes de inseticidas, mesmo entre os
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mais téxicos. A classe 2 inclui inseticidas clo-
rados como o DDT e fosforados como o
Malathion, que na década de 1950 nfio apre-
sentava nenhuma espécie de inseto resistente.
Atualmente cerca de 120 espécies de insetos
tem resisténcia acs seus efeitos. A genética
convencional ndo produziu resultados tdo efi-
cientes para a resisténcia a insetos em plantas,
quanto para a obtengio de plantas resistentes a
doengas: fungos bactérias e virus. Estes fato-
res estimulam a investigagfo voltada a ob-
tengédo de plantas transgénicas resistentes a in-
setos.

Estas pesquisas eram limitadas no passado
por dois fatores principais. O primeiro diz res-
peito a dificuldades de manipulagio de legu-
minosas e gramineas a nfvel de cultura de te-
cidos, transformagio e regeneragio de plantas.
O segundo corresponde a insuficiente disponi-
bilidade de genes provenientes de Bacillus
thuringhiensis que codifiquem para toxinas
entomocidas principalmente para alguns
Coleopteros, pragas. Estas dificuldades estio
sendo superadas a curto prazo por duas
razdes. Primeiramente porque apesar dos gas-
tos realizados com inseticidas nos iltimos 40
anos, cerca de 13% das perdas agricolas que
ocorrem a nfvel mundial sdo devidas a insetos
pragas, Em segundo lugar porque os investi-
mentos para pesquisa em Biotecnologia au-
mentam significativamente nos pafses desen-
volvidos (3.6 bilhdes de ddlares nos USA, —
FY91). O USDA investird 150 milhées de dd-
lares para pesquisas em Biotecnologia em
1991, (BBEP News 1990).

PLANTAS TRANSGENICAS
RESISTENTES A LEPIDOPTEROS -
ESTUDO DO CASON®= 1

A liberagdo pelo USDA, de uma planta
transgénica resistente a lepidoptero, a partir
de gene que codifica toxina entomocida pro-
veniente do Bacillus thuringiensis, para testes
de campo em cariter experimental, data de
1986 (McKeogh 1986). A permissao foi obtida
pela ROHM AND HASS COMPANY para
fumo.

Desde entdo ji foram liberadas para uso no
meio ambiente além de fumo, tomate, algodio
¢ batata. Em todos os casos o método consiste
em subclonar em um vetor desarmado de
Agrobacterium tumefasciens (Ti), gene prove-
niente do Bacillus thuringiensis var. Kurstaki,
que codifica a delta-endotoxina entomocida,
transformar “in vitro” e regenerar a planta de
interesse. O gene se insere no DNA cromos-
somal da planta de forma estdvel, por meca-
nismos que sao ditados pela bactéria A.
tumefasciens, e se expressa de forma constitu-
tiva ou tecido especifica em maior ou menor
quantidade dependendo dos comandos que re-
sultam da agdo de promotores utilizados na

‘construcdo do vetor de transferéncia e ex-

pressdo. A liberacio de plantas transgénicas
com estas caracterfsticas nos Estados Unidos
depende de uma avaliagdo do impacto ambien-
tal previsfvel (Environmental Assessment) que
tais plantas podem provocar.

Esta avaliagio & regulada sob o titulo 7 do
Cdédigo de Regulamentos Federais Parte 340
{7 CFR 340), que condiciona a introdugio
{importagio, transferéncia interestadual, ou li-
beragio no meio ambiente) de certos organis-
mos engenheirados, inclusive plantas. O pro-
cesso de liberagdo leva em média 2 anos e
meio a 3 anos. Vamos analizar um caso es-
pecffico de liberagao obtida pela Monsanto
Agricultural Company, para tomate com re-
sisténcia a lepidopteros. O documento de li-
beragio firmado pelo USDA permite o teste de
campo mas o limita a 3.000 m2, porque a A.
turnefasciens estd na lista de patégenos de
plantas; e porque o promotor utilizado para ex-
presséo da delta-endotoxina é oriundo do virus
do mosaico da couve-flor, uma doenga de
plantas. As plantas foram previamente testadas
em casa de vegetagio para teste de estabilida-
de.

O objetivo do teste de campo € avaliar a
eficiéncia das plantas resistentes, em compa-
ragio com o controle quimico de pragas de
tomate por inseticidas. O documento apresenta
uma descrigio detalhada dos genes que codifi-
cam para a endotoxina, seu modo de agdo,
bem como dos vetores utilizados na transfor-
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macio das plantas de tomate, e de evidéncias
experimentais indicando a sua expressioc em
plantas de tomate em nfveis varidveis — cerca
20 ng/mg de protefna total.

Até o presente o uso de plantas transgéni-
cas resistentes a lepidopteros & limitado, e
possivelmente, por esta razao, nao foram ainda
constatados casos de resisténcia de insetos as
toxinas que sio expressadas nestas plantas. E
provével entretanto que o uso intensivo destas
piantas constitua circunstidncia favordvel ao
aparecimento de insetos com resisténcia 2 agao
da toxina. A resisténcia ao DIPEL, produto
comercial a base de Bt. que produz a mesma
toxina, foi obtida em laboratSrio para insetos
de grios armazenados (McGaughey 1987).
Entretanto a especificidade de agéo de diferen-
tes estitpes de Bt. permite a expresséio de dife-
rentes toxinas em uma mesma planta dificul-
tando o desenvolvimento simultineo de re-
sisténcia por parte do inseto a mais de uma to-
xina., O caminho mais seguro para produgio
de plantas transgénicas com resisténcia a lepi-
dopteros, bem como a outros insetos, requer
conhecimento detalhado deo modo de agdo das
toxinas no organismo do inseto incluindo a
identificagdo dos receptores celulares que nas
células dos insetos interagem com as toxinas.

RESISTENCIA DE MILHO A INSETOS
POR ENGENHARIA GENETICA -
ESTUDO DO CASO N2 2

O consumo anual de inseticidas nos Estados
Unidos e Europa para controle das pragas do
milho constitui uma despesa anual de 350 mi-
Ihdes de ddlares. No Brasil que produz. 10 mi-
lhées de toneladas de milho, um mercado da
ordem de 3 bilhGes de ddlares, as perdas devi-
das a insetos pragas do milho apesar do uso de
inseticidas foi estimado pelo Centro Nacional
de Pesquisa de Milho~CNPMilhe e Sorgo da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA) em 450 milhées de délares
anualmente, 30% dos quais devidos as pragas
de graos armazenados.
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A dificuldade de transformagic de miltho
por intermédio da A. twnefasciens, aliada a di-
ficuldade de regeneracio de plantas a partir de
cultura de células e tecidos “‘in vitro’’ adiaram
por muitos anos a obtengio de plantas
transgénicas de milho com resisténcia a inse-
tos. Por esta razdo o primeiro produto da en-
genharia genética dirigido a obter resisténcia a
inseto praga em milho nio foi uma planta
transgénica, e sim um microorganismo enge-
nheirado: Clavibacter  xyli subespec.
cynodontis.

A bactéria vive livremente no sistema en-
dofitico de gramfneas como a grama bermuda
€ também no milho, de forma obrigatdria. Nes-
ta bactéria foi clonado e expressado o mesmo
gene que foi utilizado para expressio da del-
ta-endotoxina proveniente de Bt. em plantas
transgénicas.

O produto denominade “INCIDE” e pro-
duzido pela Crop Genetic, foi inicialmente tes-
tado em condig¢do de campo em jultho de 1988,
em 12.000 m?. Os resultados foram controver-
tidos, O produto nfo foi tio efetivo como se
esperava e além do mais diminuiu o rendimen-
to das plantas inoculadas. A bactéria foi en-
contrada em insetos, € a preocupacgio inicial
de que por este veiculo o gene pudesse ser in-
troduzido de volta na grama bermuda (erva
daninha de cana-de-agiicar e algodfio) aumen-
tou. Entretanto estes insetos foram incapazes
de realizar esta transferéncia. Por outro lado a
bactéria ndo € transmitida por sementes. A
Consultative Group on International Agricul-
tural Research (CGIAR) acredita que a baixa
eficiéncia do produto se deve ao nivel de ex-
presséo insatisfatéria de delta-endotoxina e
realizard um segundo teste de campo este ano
€ no préximo, com uma versio melhorada da
bactéria (Witt 1990).

Em abril de 1990 a Dekalb Pfizer Genetics
anunciou o domfnio da tecnologia para pro-
dugfo de plantas transgénicas de milho. A so-
lugéo para o problema de transferéncia de ge-
nes de forma estdvel, e sem a participacio da
A. tumefasciens, foi obtida pelos métodos de
transferéncia direta utilizando formas diversas
de aceleradores de particulas, que projetam e



PLANTAS TRANSGENICAS RESISTENTES A INSETOS

transferem para células e tecidos de plantas
microprojéteis, e com eles os vefculos de
transferéncia e expressfio. S&o os chamados
métodos  biolfsticos (“Particle gun’), que
acrescentam  uma vantagem aos métodos de
eletroporagio previamente disponfveis, qual
seja 0 de permitir a transferéncia de genes,
nio s6 para protoplastos cuja regeneragio em
Gramfneas e principalmente em Leguminosas
nem sempre € possfvel, mas também para teci-
dos vegetais, cuja regeneragido € de domfnio
de. vérios laboratérios, tanto para Gramfneas
quanto para Leguminosas. Existem virios
““Particle Guns”’ disponfveis atualmente, sendo
o mais popular o0 da DuPont: BIOLISTICtm
. PDS-1000, que pode ser alugado sob contrato
de leasing.

Existem também métodos eletroforéticos de
aceleragao de partfculas que no entanto néo
produzem aceleragio de particulas equivalente
aos chamados ‘“‘Particle Gun” e por esta razao
nao sdo tdo efetivos na transferéncia de genes
para tecidos vegetais, como para celulas e pro-
toplastos (Rech 1989). No
CENARGEN/EMBRAPA estes métodos estio
sendo testados em feijic ¢ mandioca. A ob-
tengéio de plantas de milho transgénicas resis-
tentes a insetos serd conseguida a curto prazo
por estas técnicas, provavelmente pela
Monsanto, e pela Dekailb Pfizer. Os genes e as
técnicas de transferéncia, expressio e regene-
ragio de plantas estdo dominados por estas
empresas, que ji obtiveram plantas transgéni-
cas de milhos resistentes a herbicidas por estes
métodos.

O ALGODAO RESISTENTE AQ
BICUDO-ESTUDO DC CASO N2 3

O bicudo (Anthonomus grandis Boheman),
que existe em alguns pafses como nos Estados
Unidos hd quase um século (foi encontrado
pela primeita vez no Texas em 1892), foi “in-
troduzido no Brasil em 1983, na regifo de
Campinas, Sao Paulo. Em 1985 ele havia se
disseminado em mais de 1 milhdo de ha prin-
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cipalmente no Nordeste do Brasil tornando a
sua erradicagéio invidvel.

Em 1987 a drea cultivada com algoddo no
Nordeste foi reduzida em 54% e a produgic
de algoddo em carogo, de 473 mil toneladas
para 218 mil toneladas. A 4rea plantada com
algoddo no Nordeste que atingia 3 milhdes de
ha em 1987 estd reduzida a menos de 1 mi-
lhdo em anos recentes. O algodio arbéreo cuja
producdo na safra de 1974/75 chegou a 470
mil toneladas estd reduzida a um décimo desde
quantitativo. Dependem do algodio no
Nordeste 13 a 14 milhGes de nordestinos. O
controle quimico do bicudo exige um investi-
mento equivalente & metade do valor da pro-
duclio. O custo da aplicacao de inseticidas in-
viabiliza a produgdo de algodiio no Nordeste.
Por outro lado o plantfo de 1 milhdo de ha de
algoddo exige 25 toneladas de sementes. O
valor de custeio de algodiio de alta tecnologia
(rendimento na faixa de 1000 a 2200 kg/ha)
foi estimado para o Nordeste em 55.84 BTN
para algodao herbéceo. A pregos de hoje este
custo se aproxima de 4 mil cruzeiros/ha.

Considerando que sementes de plantas
transgénicas resistentes ao bicudo podem ser
vendidas a um custo de 400 cruzeiros/ha, ou
seja um décimo do custo de produgéio compa-
rado com 50% que seria o custo do controle
quimico; o mercado de sementes de plantas
transgénicas, apenas para o plantio de 1 mi-

‘Ihdo de ha que foram reduzidas pela acio do

bicudo correspondem a 400 milhdes de cruzei-
10s, ou seja cerca de 4 milhSes de ddélares, sem
falar nos custos sociais desta iniciativa, Um
projeto que pode se viabilizar a curto e médio
prazo se 0s genes para resisténcia ao bicudo
forem encontrados em estirpes de Bt.

Até o momento nfo temos noticias da dis-
ponibilidade destes genes. A probabilidade de
encontré-los em estirpes de Bt. no Brasil pare-
ce maior do que em outros pafses, face A in-
trodugiio recente do inseto praga no Brasil,
embora esta afirmagfo seja passfvel de dis-
cussao, Na nossa opinifo o projeto exige coo-
peracdo internacional com laboratdrios que j&
dominam as tecnologias de cultivo, transfor-
magio e expressio de genes provenientes do
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Bt. Pelo menos quatro empresas nos Estado
Unidos j4 dominam esta tecnologia para al-
godio: MONSATO, CALGENE,
AGRACETUS E NORTRUP KING. Aparen-
temente faltam os genes, mas mesmo se forem
obtidos (C CENARGEN/EMBRAPA trabalha
atualmente na coleta de BT.) a urgéncia com
que o preblema exige solugio deixa clara a
necessidade de cooperagio internacional. Q
algoddo ji foi regenerado a partir de cultura
de tecidos “in vitro®” (Davidonis & Hamilton
1983), (Shoemaker et al 1986) e transformado
via A, nrnefasciens (Umbeck et al 1987).
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