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APRESENTACAO

A obra “A Preservacdo do Meio Ambiente e o Desenvolvimento Sustentavel”
no seu primeiro capitulo aborda uma publicacédo da Atena Editora, e apresenta, em
seus 25 capitulos, trabalhos relacionados com preservacédo do meio ambiente e o
desenvolvimento sustentavel.

Este volume dedicado a preservacdo do meio ambiente e o desenvolvimento
sustentavel, traz uma variedade de artigos que mostram a evolugcdo que tem
acontecido em diferentes regides do Brasil ao serem aplicadas diferentes tecnologias
que vem sendo aplicadas e implantadas para fazer um melhor uso dos recursos
naturais existentes no pais, e como isso tem impactado a varios setores produtivos e
de pesquisas. Sao abordados temas relacionados com a producdo de conhecimento
na area de agronomia, roboética, quimica do solo, computacéo, geoprocessamento de
dados, educacao ambiental, manejo da agua, entre outros temas. Estas aplicacbes
e tecnologias visam contribuir no aumento do conhecimento gerado por instituicoes
publicas e privadas no pais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacéo e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnoldgicos na
Preservacdo do Meio Ambiente e o Desenvolvimento Sustentavel, os agradecimentos
dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livio possa colaborar e instigar mais estudantes
e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area do meio
ambiente e o desenvolvimento sustentavel, assim, contribuir na procura de novas
pesquisas e tecnologias que possam solucionar os problemas que enfrentamos no dia
a dia.

Jorge Gonzélez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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CAPITULO 10

BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL E DESENVOLVIMENTO

Bruno Vinicius Daquila

Universidade Estadual de Maringa, Departamento
de Biotecnologia, Genética e Biol6gia Celular,
Laboratério de Controle Biolégico, Morfologia e
Citogenética de Insetos, Maringa, Parana, Brasil.

Helio Conte

Universidade Estadual de Maring4, Departamento
de Biotecnologia, Genética e Biolégia Celular,
Laboratério de Controle Biol6gico, Morfologia e
Citogenética de Insetos, Maring4, Parand, Brasil.

RESUMO: Atualmente, o Brasil € o maior
consumidor de agrotdxicos no mundo e seu uso
incorreto vem causando problemas ambientais.
Formulados por xenobidticos, acumulam-se
no solo originando moléculas recalcitrantes
com capacidade mutagénica, nociva aos
organismos vivos. Diante destes problemas, a
sociedade mostra-se mais exigente, preferindo
alimentos oriundos da agricultura sustentavel.
Entre as técnicas de manejo, destaca-se o
controle bioldgico, alternativa empregada no
combate aos organismos pragas. Sua acao
baseia-se no uso de inimigos naturais, sejam
eles, patdgenos, parasitdides ou predadores,
que colaboram para o equilibrio populacional
nos ecossistemas. Diatraea saccharalis, é
considerada responsavel por grandes prejuizos
ao setor sucroalcooleiro, sejam eles de forma
direta, devido seu habito alimentar mastigador

A Preservacao do Meio Ambiente e o Desenvolvimento Sustentavel

AGRICOLA SUSTENTAVEL

durante a fase larval, ou de forma indireta,
quando fungos penetram pelos orificios abertos
pelas larvas no colmo e causam a inversao da
sacarose armazenadapelaplanta. Bioinseticidas
formulados com Bacillus thuringiensis tém sido
utilizados por décadas no controle de insetos
pragas tendo como principal caracteristica a
sintese de toxinas, especificas para diferentes
organismos, e portanto, seu uso é considerado
seguro para 0 meio ambiente. Em insetos, a
principal via de contato para avaliacdo dos
efeitos de bioinseticidas ingeridos é o intestino
médio, local de sintese enzimatica, digestdo e
absorcéo de nutrientes. Este 6rgéo é constituido
por um epitélio simples, onde se encontram
células colunares, caliciformes, regenerativas e
endodcrinas. A agdo de entomopatdgenos sobre
estas células, pode ocasionar danos severos
que interferem em funcdes vitais resultando na
morte do inseto por inani¢cao e/ou septicemia.
PALAVRAS-CHAVE: Agricultura. Pragas.
Entomopatogenos. Bactérias.

ENVIRONMENTAL BIOTECHNOLOGY
AND SUSTAINABLE AGRICULTURAL
DEVELOPMENT

ABSTRACT: Currently, Brazil is the largest
consumer of agrochemicals in the world and its
incorrect use has been causing environmental
problems. Formulated by xenobiotics, they
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accumulate in the soil-giving rise to recalcitrant molecules with mutagenic capacity,
harmful to living organisms. Faced with these problems, society is more demanding,
preferring food from sustainable agriculture. Among the management techniques, it is
worth mentioning the biological control, an alternative used to combat pest organisms.
Its action is based on the use of natural enemies, be they, pathogens, parasitoids
or predators, that collaborate for the population balance in the ecosystems. Diatraea
saccharalis is considered responsible for large losses to the sugar and alcohol industry,
directly due to either its chewing food habit during the larval phase, or indirectly, when
fungi penetrate the holes opened by the larvae on the stem and cause the sucrose
inversion stored by the plant. Bioinseticides formulated with Bacillus thuringiensis have
been used for decades in the control of insect pests, having as main characteristic the
synthesis of toxins, specific for different organisms, and therefore its use is considered
safe for the environment. In insects, the main route of contact to evaluate the effects of
ingested bioinsecticides is the middle intestine, site of enzymatic synthesis, digestion
and nutrient absorption. This organ is constituted by a simple epithelium, where there
are columnar, goblet, regenerative and endocrine cells. The action of entomopathogens
on these cells can cause severe damage that interferes with vital functions resulting in
death of the insect by starvation and / or generalized infection.

KEYWORDS: Agriculture. Pests. Entomopathogens. Bacterial.

11 INTRODUCAO

A ordem Lepidoptera possui aproximadamente 160 mil espécies, dessas, 20
mil sdo borboletas e 140 mil mariposas, que estao distribuidas em 120 familias com
grande diversidade biologica e morfoldgica. A familia Crambidae considerada uma
das maiores desta ordem, possui aproximadamente 10 mil espécies (GULLAN e
CRANSTON, 2017; ORLANDIN et al., 2016; ALMEIDA e FREITAS, 2012).

Dentre os géneros que compdem a familia Crambidae, esta o Diatraea,
com aproximadamente 21 espécies, trés dessas ocorrendo em territério brasileiro,
duas em destaque, as espécies Diatraea saccharalis Fabricius, relatada em todo
territério nacional, e Diatraea flavipennella Box, encontrada nos estados de Minas
Gerais e Rio de Janeiro (GITAHY et al., 2007; GITAHY et al., 2006).

Considerada uma das maiores pragas em culturas de cana-de-agucar, as larvas
da D. saccharalis constroem galerias no interior dos colmos, causando prejuizos
diretos, como quebra dos colmos, secagem dos ponteiros e enraizamento
aéreo. Indiretamente, favorecem a entrada de fungos, geralmente das espécies
Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum, responsaveis pela inversédo da
sacarose armazenada pela planta e competicdo com micro-organismos utilizados nos
processos de fermentacao industrial (GITAHY et al., 2007; PARRA et al., 2002).

Com o mercado consumidor mais exigente, produtos oriundos da agricultura
sustentavel apresentam aumento em sua procura, fato que torna o controle bioldgico
uma das técnicas mais viaveis neste novo momento do mercado, sendo considerada
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a alternativa mais indicada para controle de insetos pragas, demonstrado eficiéncia,
baixo dano ambiental, social e custo econédmico (SILVA e BRITO, 2015).

O controle bioldgico, € definido como fenémeno natural, que ocorre para controle
das populacdes de plantas e animais, por conta da acao de inimigos naturais, sejam
eles patdgenos, parasitas ou predadores, constituindo fatores de mortalidade biotica,
garantindo o equilibrio entre as espécies em nosso planeta (ABREU et al., 2015; SILVA
e BRITO, 2015; PARRA et al., 2002; CALTAGIONE, 1988; BOSCH et al., 1982).

Bacillus thuringiensis € um entomopatdégeno com acao toxica em alguns
organismos vivos. Sua toxicidade esta ligada a sintese de inclusbes cristalinas de
natureza proteica durante a esporulacdo. As toxinas sao sintetizadas juntamente ao
esporo e acumuladas no interior da célula mae, sendo liberadas para o ambiente
com a extrusdo bacteriana. A atividade das toxinas € restrita ao trato digestorio de
insetos suscetiveis, local onde atua em sua forma ativa, apos dissolugcao e clivagem
por enzimas especificas, presentes no intestino médio dos insetos alvo. (MACEDO et
al., 2012; SWIECICKA et al., 2008; BULLA-JUNIOR et al., 1980)

O intestino médio em insetos, é contituido principalmente por células colunares,
caliciformes, regenerativas e enddcrinas. As células colunares sao as mais abundantes,
consideradas responsaveis pela secrecdo de enzimas digestivas e da membrana
peritrofica, além de atuarem na absorcéo dos produtos da digestdo. As caliciformes
estdo envolvidas no processo de homeostase ibnica e atuagdo conjunta com as
colunares na absorcdo dos produtos da digestao. A reposicéo celular tem origem
com as células regenerativas, que possuem grande capacidade de proliferacao,
diferenciacao e crescimento. Células enddcrinas sdao responsaveis pelo controle
hormonal, de sintese e secrecao (KLOWDEN, 2002; CHAPMAN, 1998; MARANA et
al., 1997; BILLINGSLEY e LEHANE, 1996; SNODGRASS, 1993).

As toxinas sintetizadas por B. thuringiensis apresentam interacées especificas
com receptores presentes na membrana apical das células colunares, local onde ocorre
a insercao de uma parte da toxina ao receptor, originando poros que desestabilizam
os gradientes osmoticos e idnicos. Os danos causados sao suficientes para reduzir ou
parar a secrecao normal do intestino, culminando no desaparecimento da membrana
peritrofica e reducédo do pH no lumem, tornando o local propicio para germinacao dos
esporos bacterianos, causando septicemia e posterior morte dos insetos (HORTA et
al., 2017; MACEDO et al., 2012).

Diante da necessidade de novas tecnologias de controle, diversos autores
desenvolvem estudos utilizando o controle biol6gico (AKTAR e JAVAID, 2018; ARAUJO
etal.,,2018;LORENCETTIetal.,2018; DIAS etal.,2017; GROTH et al.,2017; PIROVANI
etal.,, 2017; SCHNEIDER et al., 2017; ZORZETTl et al., 2017; VIEIRA et al., 2016; TAN
et al., 2011; TARGA et al., 2011; LIMA et al., 2010; NAVA et al., 2009; GITAHY et al.,
2007; GITAHY et al., 2006). Os resultados obtidos demonstram eficiéncia e seguranca,
nao apenas no controle de pragas agricolas, mas também no controle de vetores de

doncas.
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21 BROCA DA CANA-DE-ACUCAR (DIATRAEA SACCHARALIS)

D. saccharalis € um inseto holometabolo (Fig. 1) conhecida popularmente como
broca da cana-de-acucar. Considerada principal praga em culturas canavieiras no
Brasil, possui periodo de desenvolvimento variavel. O tempo para desenvolvimento
embrionario varia entre 5 - 7 dias, no qual sdo observadas alteragbes cromaticas
nos ovos, passando pelas coloragdes branco leitosa, alaranjado e por final negro,
significando que o embridao se desenvolveu completamente e que os ovos estédo
prontos para ecloséo.

Com a eclosdo dos ovos, as larvas neonatas caminham sobre as folhas,
alimentando-se inicialmente de parénquima foliar. Ap6s a primeira ecdise, migram
para regidao da bainha, onde perfuram o colmo e constroem galerias, permanecendo
nelas por aproximadamente 40 dias. Ao final do 5° instar possuem tamanhos variaveis
entre 2,5 - 3 cm, quando entéao, passam pela ultima ecdise, tornando-se pupas. Em
alguns casos, devido fatores climaticos, as larvas podem atrasar seu processo de
empupamento e atingir o 6° instar larval (NASCIMENTO, 2009; GALLO et al., 2002).

Enquanto pupas, o dimorfismo sexual pode ser observado pela utilizacédo de
microscopio estereoscdpico, analisando o ultimo segmento abdominal, em pupas
fémeas, observa-se um sulco, jA& em machos, duas protuberéancias. O periodo de
desenvolvimento nesta fase pode variar entre 9 - 14 dias, quando entdo emerge o
adulto.

Ovos

1° instar

6° instar

Adultos Pupas

Figura 1. Ciclo de vida da Diatraea saccharalis. Estagios de desenvolvimento, ovo-larva-pupa e
adultos (Fonte: NASCIMENTO, 2009).

Em sua forma adulta, as mariposas tém coloracdo amarelo-palha com manchas
em suas asas anteriores. As fémeas liberam feroménios para atracdo de parceiros
e acasalamento. Dois dias apds acasalarem, uma massa de ovos € ovopositada no
limbo foliar, sua disposi¢ao é realizada na forma imbricada (como escamas de peixe),
contendo entre 5 - 50 ovos, totalizando até 300 ovos por ovoposicéo. A longevidade
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dos adultos é estimada entre 7 - 10 dias (GALLO et al., 2002).

3 | SISTEMA DIGESTORIO

O sistema digestério em insetos é formado por um tubo continuo que liga a
boca ao anus, compreendendo trés regides: intestino anterior ou estomodeu, onde o
alimento pode ser armazenado e parcialmente digerido; intestino médio ou meséntero,
responsavel pela digestao e absorg¢ao de nutrientes e o intestino posterior ou proctodeu,
responsavel pela absorcado de agua, sais e formacéo das fezes (KLOWDEN, 2002;
CHAPMAN, 1998; SNODGRASS, 1993; WIGGLESWORTH, 1965).

O intestino médio em insetos, tem funcdo produtora e secretora de enzimas,
absortiva de agua e nutrientes, e na manutencdao da homeostase do organismo. Sua
origem é endodérmica, tendo diametro variavel entre suas regides. E formado por
um epitélio simples ou pseudoestratificado, apoiado sobre uma membrana basal, em
torno da qual dispdem uma camada interna de fibras musculares estriadas circulares
e outra externa de fibras longitudinais (HAKIM et al., 2010; CHAPMAN, 1998; LEHANE
e BILLINGSLEY, 1996; SNODGRASS, 1993; WIGGLESWORTH, 1965).

O epitélio do intestino médio tipico nos insetos é constituido principalmente
por células colunares, caliciformes, regenerativas e endocrinas. Em D. saccharalis
ocorrem estes quatro tipos celulares, sendo que, as células colunares sdo as mais
abundantes e consideradas responsaveis pela secrecao da membrana peritréfica e
enzimas digestivas, além de atuarem na absorcédo de produtos da digestéo. Estas
células apresentam variacbes ao longo do intestino médio em D. saccharalis,
caracterizando regiées morfofuncionais distintas (PINHEIRO et al., 2008; KLOWDEN,
2002; CHAPMAN, 1998; MARANA et al., 1997; BILLINGSLEY e LEHANE, 1996;
SNODGRASS, 1993).

Na maioria dos insetos, o intestino médio apresenta uma membrana acelular,
composta principalmente por quitina, glicosaminoglicanos e proteinas, denominada
membrana peritrofica, que divide o lumen intestinal em duas regides, a ectoperitrofica
(entre a membrana e o epitélio) e endoperitrofica (no interior da membrana). Entre as
funcbes da membrana peritréfica, destacam-se a protecéo contra danos mecanicos,
quimicos e a formacéo de uma barreira contra microrganismos e toxinas (CHAPMAN,
1998; TELLAM, 1996; TERRA, 1990; WIGGLESWORTH, 1965).

4 | CONTROLE BIOLOGICO

Aclasse insecta é estimada entre 1 e 2,5 milhdes de espécies, sendo considerado
0 maior taxon de animais, e mesmo com toda esta biodiversidade, o percentual de
agentes causadores de prejuizos é estimado entre 1 - 10%, incluindo pragas agricolas
e vetores de doencas (GULLAN e CRANSTON, 2017; ANGELO et al., 2010; BERTI-
FILHO e MACEDO, 2010).
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Os organismos vivos apresentam grupos diversos e com varios estagios
de desenvolvimento, os quais possuem inimigos naturais, mantendo desta forma
populacdes equilibradas, algo que ndo ocorreriaem sua auséncia. Taisinimigos naturais,
pertencem a diversas classes de organismos incluindo predadores, parasitdides e
patdgenos. O uso de um organismo para reducao da densidade de populacional de
outro, apresenta grandes taxas de sucesso, tanto econémico, como social e ambiental
(ABREU et al., 2015; SILVA e BRITO, 2015; PARRA et al., 2002).

Além do controle de pragas agricolas, o controle biolégico aplicado a saude esta
em crescimento, principalmente quando o foco sdo doencgas relacionadas ao mosquito
Aedes aegypti que transmite diversas doencgas ao ser humano. Seu controle pode ser
realizado com entomopatégenos, como por exemplo, a bactéria B. thuringiensis var.
Israelensis (ZARA et al., 2016).

Atualmente existem trés tipos basicos de estratégias que podem ser adotadas:
controle bioldgico natural, classico e aplicado.

4.1 Controle Biolégico Classico

O controle bioldgico cléassico trata da insercdo e colonizacdo de agentes
controladores que combatam organismos praga nativos da area aplicada. Esta medida
€ avaliada como sendo de longo prazo, neste caso é utilizado um pequeno nimero
controladores, aguardando sua estabilidade e aumento populacional (BARBOSA et
al., 2017; SILVA e BRITO, 2015; BERTI-FILHO e MACEDO, 2010).

4.2 Controle Biolégico Natural

Refere-se a algo que ocorre naturalmente, inserindo praticas de manejo integrado
de pragas (MIP). O controle biolégico natural atua na conservacao e atracao de inimigos
naturais que combatam os organismos-praga (BARBOSA et al., 2017; SILVA e BRITO,
2015; BERTI-FILHO e MACEDO, 2010).

4.3 Controle Biolégico Aplicado

Este tipo de controle biolégico utiliza controladores produzidos em biofabricas,
gue posteriormente sao aplicados ou liberados em areas de interesse, este tipo de acao
vem ganhando for¢ga com o isolamento de novos micro-organismos e investimento em
criacOes laboratoriais (BARBOSA et al., 2017; SILVA e BRITO, 2015; BERTI-FILHO e
MACEDOQO, 2010)

51 BACILLUS THURINGIENSIS

Relatado pela primeira vez em 1901 por Ishiwata como sendo responsavel pela
mortalidade de larvas da Bombyx mori, este micro-organismo foi isolado e descrito
em 1911 por Berliner, como causador da morte em larvas da Anagasta kuehniella
(mariposa da farinha), quando ent&o foi confirmada sua capacidade de esporulacéo.
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Em 1915, foi classificada como B. thuringiensis, e inserida na ordem Bacillales,
Familia Bacillaceae e Género Bacillus (SABIA-JUNIOR, 2015; PRACA et al., 2007;
ABREU, 2006).

Trata-se de uma bactéria Gram-positiva, esporulante, aerdbica facultativa,
mesofila, quimioheterotrofica e esporulante. Possui formato de bastonete, sendo
observada de modo solitario (bacilo), aos pares (diplobacilos) ou formando cadeias
(estreptobacilos), seu tamanho varia entre 0,5 - 0,25 um de largura e 1,2 - 10 um de
comprimento, apresentando desenvolvimento 6timo em temperaturas entre 10 e 40
°C. Seu ciclo de vida apresenta duas fases: na primeira, sua multiplicacdo ocorre por
fissdo binaria durante o estado vegetativo, a segunda consiste na diferenciacdo da
bactéria em esporo (SABIA-JUNIOR, 2015; PRACA et al., 2007).

Este micro-organismo é encontrado em praticamente todas as partes do mundo,
podendo ser isolado do solo, agua, animais mortos, fezes, grédos estocados, superficie
de plantas e outros locais propicios para seu desenvolvimento. Acreditava-se que
sua capacidade entomopatogénica sobre insetos teria sido selecionada no curso
da co-evolucao (hospedeiro-parasita), porém, algumas evidéncias sugerem que B.
thuringiensis € meramente um organismo saproéfito, e ndo um parasita obrigatério.
Entretanto seu requerimento nutricional sugere que as células vegetativas entrem
em estado esporulante somente no interior de insetos hospedeiros (Fig. 2) (SABIA-
JUNIOR, 2015; MACEDO et al., 2012; SWIECICKA et al., 2008).

B. thuringiensis Life Cycle

| B crystals dissolve and C Toxins bind to gu:

| toxins activate receptors

| Protoxin - -

]

| Gut rnembrane

| Receptors perforation |
Endotoxin [ | |

Activated i

toxin

D Spores germlnate and
bacteria gmw

-—-—b %

Spore

Bactena

Figura 2. Ciclo de vida de Bacillus thuringiensis em lepiddpteros. A) cristal proteico (toxina)
e esporo bacteriano aplicados na cultura. B) ap6s a ingestao pelo organismo alvo, a toxina é
dissolvida por meio do pH alcalino no intestino do inseto e clivado por enzimas especificas,
tornando a toxina ativa. C) em sua forma ativa, as toxinas ligam-se a receptores especificos,
presentes na membrana plasmatica das células intestinais, formando poros. D) com os danos
causados nas células o meio torna-se propicio para a germinagao dos esporos e multiplicacao
bacteriana (Fonte: EMAZE.com).

Sua atividade entomopagénica tem ligacdo com a capacidade de sintetizar
inclusdes cristalinas parasporais (ICP) de natureza proteica durante a esporulacéo,
periodo em que genes presentes nos plasmideos tornam-se ativos, codificando
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proteinas formadoras das ICP’s. Em algumas variedades estes genes também podem
estar presentes nos cromossomos. Estas ICP’s sdo armazenadas no citoplasma das
células, e representam entre 20 e 30% da proteina total encontrada na bactéria seca
(SABIA-JUNIOR, 2017; MACEDO et al., 2012; WANG et al., 2013; PRACAet al., 2007).

A formacédo das inclusdes ocorre durante os estagios Il e IV da esporulagao,
possuindo formatos bipiramidal, romboide, esférico, cubdide ou sem forma definida.
Sua liberacdo ocorre com a extrusdo bacteriana junto ao esporo. S&o conhecidas
entre 700 - 770 sequéncias de genes Cry, divididas em 74 grupos, 40 sequéncias,
em 3 grupos de proteinas Cyt e 140 sequéncias, em 4 grupos de proteinas Vip. A
classificacao destas proteinas é baseada nas sequéncias de aminoacidos e toxicidade
(HORTA et al., 2017; SABIA-JUNIOR, 2015; WANG et al., 2013; BULLA-JUNIOR et
al., 1980).

A maior parte das variedades de B. thuringiensis podem sintetizar mais de um
tipo de ICP, apresentando elevada especificidade contra as ordens Lepidoptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Homoptera, Isoptera, Mallophaga, Neuroptera, Orthoptera,
Siphonaptera, Thysanoptera, além de outros grupos de invertebrados como nematoides,
acaros, protozoarios e alguns vertebrados dependendo da variedade bacteriana (Fig.
3) (SABIA-JUNIOR, 2015; MACEDO et al., 2012; PRACA et al., 2007).

Cry1A-C: Cry2A
CryaA-8; Cry10

Cry11A-B: Cry16A
Cry19A-B: Cry20A

Cry1A-K: Cry2A o Cry24C: Cry27A
Cry7B: Cry8D Cry32B-D; Cry39A -
QySA-CE: Cry15A CryaaA; Crya7A Cry 1B, I Cry3A-C; Cry7A
Cry22A; Cry32A Cry48A; Cry49A Cry8A-G; Cry90; Cry14A
. Cry18A; Cry22A-8; Cry23A

1A 1A-B: Cyt2A
o - ek Cry34A-8; Cry35A-8; Cry36A
Cry37A; Cry43A-8; CryS5A
CytlA: Cy12C

Lepidoptera Diptera

CrySA-B: Cry6A-B
Cry124; Cry13A
Cryl14A Cry21A

CrySsA

Rhabditida

Coleoptera

Cry31A
Crya1A
Cry42A
Cry4sA
CryasA

Human-cancer

Endotaxir
'ﬁ}(" - ~ 1
Cry2A
Cry3A|~
CrylA Cry3A
~|CrySA —|cryu\b
Cry22A

Hemiptera Gastropoda

Hymenoptera

Figura 3. Variedades de toxinas sintetizadas por B. thuringiensis e seu espectro de acao nas
diferentes ordens de organismos (Fonte: PALMA et al., 2014).

Estudos com B. thuringiensis demonstram sua capacidade de sintese proteica.
As proteinas mais conhecidas sao: a-exotocina, p-exotocina, VIP e d-endotoxinas.
Outras proteinas como as parasporinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases,
fosfolipases e moléculas bioestimuladoras e biofertilizadoras, como fitohorménios,
proteinas solubilizadoras de fosfato e sideréforos, estdo em estudo (SABIA-JUNIOR,
2015; MACEDO et al., 2012; SWIECICKA et al., 2008; PRACA et al., 2007).
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5.1 Proteinas a-exotoxinas

Com altatoxicidade para alguns insetos e vertebrados, esta toxina pode serisolada
do sobrenadante em meios de cultura, durante a fase logaritmica do crescimento de
algumas estirpes de B. thuringiensis. Possui acao sobre os hemacitos, ocasionando
degeneracao e lise celular (HORTA et al., 2017; PRACA et al., 2007).

5.2 Proteinas p-exotoxinas

Atualmente conhecida como Thurigiensina, é sintetizada durante a fase vegetativa
de algumas variedades de B. thuringiensis, sendo altamente tdxicas para diversas
ordens de insetos e alguns vertebrados. Esta toxina apresenta duas variagoes: a tipo
I, € analoga ao ATP, e atua na inibicdo das nucleases, impedindo a biossintese de
RNA pelas células afetadas. Seu efeito fica nitido durante as fases de metamorfose
dos insetos (ecdises, empupamentos e emergéncia de adultos). A tipo Il, analoga ao
UTP, possuindo potencial entomopatogénico superior a toxina do tipo |, sua utilizagao
€ limitada ou até proibida em alguns paises, pela elevada toxicidade e potencial
mutagénico em vertebrados (HORTA et al., 2017; PRACA et al., 2007).

5.3 Proteinas Vip

Sua nomenclatura deriva do inglés “Vegetative Insecticidal Proteins”, sendo a
classe mais nova de proteinas toxicas descritas em B. thuringiensis, foi identificada no
sobrenadante de algumas variedades bacterianas em fase logaritima de crescimento
e esporulacdo, apresenta maior toxidade que as d-endotoxinas. Sua acao ocorre de
forma similar ao das 6-endotoxinas nos organismos-alvo. (HORTA et al., 2017; PRACA
et al., 2007).

5.4 Proteinas d-endotoxinas

As &-endotoxinas conhecidas como proteinas Cry ou Cyt, possuem acéo
extremamente toxica para diversas ordens de insetos, além de alguns protozoarios,
nematoides e acaros. Possui acéo isolada e restrita a uma ou mais ordens especificas
de organismos, a maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar uma ou
mais toxinas. Algumas variedades como a Aizawai HD-137 ou a Israelensis IPS-82
apresentam de cinco a oito genes codificadores de d-endotoxinas (HORTA et al., 2017;
PRACA et al., 2007).

5.5 Modo de acao das d-endotoxinas

Apbs a ingestado, as ICP’s sdo solubilizadas nas condigcbes de pH alcalino do
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intestino em insetos, liberando protoxinas, que sdo clivadas por enzimas especificas,
resultando em toxinas ativas, com capacidade de atravessar a membrana peritréfica
e ligacdo com receptores especificos localizados na membrana apical das células do
intestino médio, com tal interacéo, estruturas oligoméricas scao formadas antes da
insercéo das toxinas na membrana celular.

Aligacdo na membrana ocorre de modo irreversivel, poros com tamanho variavel
de 1 - 2 nm de diametro sao formados, interferindo na entrada seletiva de cations,
anions, dgua e moléculas maiores. Com o aumento na absorg¢do de agua, as células
sofrem lise, seguida da ruptura da parede intestinal, com isso, o conteudo gastrico é
misturado a hemolinfa, reduzindo o pH intestinal e fornecendo nutrientes necessarios
para a germinac¢ao dos esporos e sua disseminacgao pelo organismo, causando a morte
dos organismos-alvo por inanicao e septicemia (Fig. 3) (HORTA et al., 2017; WANG et
al., 2013; MACEDO et al., 2012; PRACA et al., 2007; ABREU, 2006).

Diferentes enzimas sdo sugeridas para a clivagem das protoxinas, sendo
diferentes em cada ordem de inseto, s&o descritas, as serinoproteases, tripsina,
quimiotripsina, termolisina, cisteino-protease e aspartina (PRACA et al., 2007).

Bacillus thuringiensis (Bt) Solubilization AcHvation

Septicemia
Dead larvae

; Membrane
dowin insertion
oligomer  GPl-anchored

protein

Bt Cotton

Binding to

Cell death

Insect midgut cells

). Wi osmotic cell lysis
£ GTP.aagee (CAMP

GOP
Jurat-Fuentes Laboratory ” \ Activation of

(http:/iweb_utk edu/~jurat/) cell death pathway

Figura 3. Modo de agéo da toxina Cry em uma larva de lepidoptero. A toxina € ingerida
quando a larva ingere B. thuringiensis ou quando ingere tecidos de uma planta transgénica.
A solubilizagéo e ativagé@o ocorre devido ao pH alcalino do trato digestivo do inseto. A toxina

se liga a um receptor nas células intestinais e se integra na membrana formando um poro que
causa a morte das células. Por causa disso, a larva morre e seus tecidos em decomposi¢éo
podem ser explorados pelas bactérias. (Fonte: ADANG et al., 2014).

6 | CONSIDERACOES FINAIS

Com a crescente demanda por commodities, os agricultores encontram-se
pressionados por conta de fatores climaticos e pelo ataque de pragas, que resultam na
reducao da produtividade nas lavouras. Para garantir produtividade, os agricultores
fazem uso de diversos agrotdxicos, alguns altamente tdxicos, que na maioria das
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vezes sao aplicados de forma incorreta, resultando em danos, como: contaminacgdes
do meio ambiente e dos alimentos, eliminacdo de organismos benéficos e selecdo de
pragas resistentes.

Um dos fatores que vém preocupando os importadores, sao os residuos presentes
nos alimentos, algo que reforca a necessidade de investimentos em pesquisas
voltadas para novas tecnologias, principalmente naturais, em busca de crescimentos
com sustentabilidade.
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