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O algodão geneticamente 
modificado para  
resistência a pragas: 
Eficiência e medidas para o 
manejo da resistência

No Brasil, a maioria das 
variedades de algodão 
transgênicas resistentes a 
insetos expressa toxinas Cry 
oriundas do Bacillus thuringiensis 
(Bt), que controlam espécies de 
lepidópteros. Essas toxinas são 
ferramentas excelentes, pois são 
muito específicas para a praga-alvo 
e, geralmente, não apresentam 
impacto sobre os organismos 
não alvo. Porém, ao longo dos 
anos, várias pragas adquiriram 
níveis de resistência às proteínas 
de Bt contidas nas variedades 
GM, o que reforça a importância 
de o produtor usar refúgios 
quando cultiva essas variedades. 
Esse boletim apresenta amplo 
conjunto de informações sobre as 
proteínas Bt das construções das 
plantas transgênicas, métodos de 
transformação genética usados 
em algodoeiro, eficiência dessas 
tecnologias em diversas pragas, 
assim como recomendações para 
o manejo das variedades Bt. São 
relatados também os principais 
trabalhos sobre algodoeiro 
resistente a pragas, financiados e 
desenvolvidos em Mato Grosso por 
diversas instituições de pesquisa 
como Embrapa e IMAmt.
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Por conta do ambiente tropical úmido e do sistema de cultura vi-
gente, o cultivo algodoeiro nos cerrados do Brasil Central é caracte-
rizado pela importância dos problemas fitossanitários, em particular 
de insetos-pragas, que geram custos importantes aos produtores.

O perfil das pragas encontradas no cultivo de algodão é um dos 
mais amplos do mundo, composto por diversas espécies de lepidóp-
teros, coleópteros e também por pulgões, mosca-branca, tripes, áca-
ros e percevejos, entre outros. Nessa situação de extrema diversidade 
de pragas, a introdução das variedades geneticamente modificadas 
(GM) de algodão resistentes a lepidópteros foi importante, por conta 
da facilitação do manejo do cultivo que proporcionou, mas não per-
mitiu redução drástica da quantidade de inseticida usada no cultivo, 
como aconteceu em outros países.

A maioria das plantas transgênicas resistentes a insetos expressa 
toxinas Cry oriundas do Bacillus thuringiensis (Bt), que controlam 
principalmente espécies de lepidópteros (capítulo 1). Essas toxinas são 
ferramenta excelente, pois são muito específicas para a praga-alvo e, 
geralmente, não apresentam impacto sobre os organismos não alvo.

Muitas tecnologias para resistência a lepidópteros estão atual-
mente disponíveis nas variedades de algodão comercializadas em 
Mato Grosso.

INTRODUÇÃO

Algodoeiro geneticamente  
transformado para resistência a 
pragas nos cerrados brasileiros

Jean Louis Bélot 
IMAmt  - Primavera do Leste/MT 
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Apesar da participação menor nos últimos anos, a tecnologia 
WideStrike® (32,0%) ainda é a mais usada, seguida de perto por 
Bollgard II® (26,9%) e GLT® (25,1%). As áreas com algodoeiro con-
vencional ou com tecnologia unicamente de resistência a herbicida 
representam 15%, o que inclui as áreas de refúgio. 

Ao longo dos últimos anos, várias pragas adquiriram níveis de re-
sistência a inseticidas químicos ou às proteínas de Bt contidas nas 
variedades transgênicas, o que reforça a importância de o produtor 
realizar rotação de ingredientes ativos para o controle químico das 
pragas e usar refúgios quando cultiva variedades GM. Dificuldades 
maiores surgem da adaptação de certas pragas às plantas do siste-
ma soja- algodão-milho, assunto do capítulo 2. Como consequência, 
populações de certos lepidópteros podem ser submetidas a fortes 
pressões de seleção por conta da presença da mesma toxina de Bt em 
cultivos diferentes.

Essa tecnologia de plantas geneticamente transformadas requer 
muito tempo para ser desenvolvida e chegar ao mercado, assim como 
muitos investimentos. Para um novo projeto, como o do algodão 
resistente ao bicudo, o prazo estimado para colocar uma variedade 
nova no mercado é entre doze e quinze anos. Diversas técnicas de 
transformação genética podem ser usadas no algodoeiro (capítulo 3); a 
obtenção, porém, de uma planta que expressará a toxina em quanti-
dade suficiente para matar o inseto-alvo não é fácil. A parte regulató-
ria para colocar essas plantas no mercado é ainda a mais cara, já que 
a autorização para liberação comercial deve ser obtida não apenas 
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nos órgãos nacionais (CTNBio), mas também nos países para onde o 
produto será exportado.

As plantas geneticamente transformadas tornaram-se ferramenta 
importante para os produtores do cerrado, tanto para algodão como 
para soja e milho. Não é por acaso que elas ocupam tanto espaço 
nas áreas agrícolas (capítulo 4); mas é preciso preservar essa tecno-
logia. Quando submetidas a plantas transgênicas, as populações de 
pragas selecionam, ao longo do tempo, os indivíduos que apresen-
tam resistência genética à toxina presente. As estratégias de refúgio 
são uma das ferramentas para atrasar o aparecimento de populações 
resistentes, mas dificilmente o impedirão (capítulo 5). Plantas GM 
associadas a diversas toxinas também são ferramentas mais potentes 
para limitar a probabilidade de aparecimento de resistência, porém 
são efetivas quando associam toxinas com modos de ação diferente. 

Com o passar do tempo, faz-se necessário o desenvolvimento ur-
gente de novas opções de plantas GM mais eficientes para o controle 
das pragas. Uma estratégia seria modificar as toxinas já conhecidas, 
de forma que se tornem mais eficientes (capítulo 6); outra seria des-
cobrir novas toxinas de Bt para alvos diferentes, como o bicudo-do-
-algodoeiro, ou grupos de proteínas totalmente diferentes das toxi-
nas. De qualquer forma, sabemos que toda tecnologia e/ou método 
para o controle de insetos-praga não pode ser usado de modo isola-
do, mas associado às demais, seja controle químico, cultural ou bio-
lógico (capítulo 7), a fim de preservar por maior tempo a ferramenta. 
Por fim, o capítulo 8 relata os esforços realizados pela Ampa e outras 
associações de produtores sobre algodão geneticamente modificado 
com genes Bt.

Esperamos que as informações contidas neste Boletim de P&D 
esclareçam a todos — produtores, técnicos das fazendas e estudantes 
— o potencial importante da ferramenta de transformação genéti-
ca para o controle de insetos-praga, mas que também deixem claras 
fragilidades e cuidados a observar no momento do uso de uma va-
riedade GM a campo. Apenas o respeito às recomendações de uso de 
refúgio preservará a médio e longo prazo a eficiência da ferramenta.
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CAPÍTULO 1

Bacillus thuringiensis  
no controle de pragas  

do algodão
Rose Monnerat

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília/DF

Erica Martins Queiroz
IMAmt - Brasília/DF

Lilian Praça
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília/DF

Paulo Martins Queiroz
IMAmt - Brasília/DF

Carlos Marcelo Soares
Brasília/DF

1. Bacillus thuringiensis - Informações gerais 

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva, da 
família Bacillaceae, e que produz, no momento de sua esporula-
ção, inclusões proteicas cristalinas conhecidas por δ-endotoxinas 
(Monnerat & Bravo, 2000; Bravo et al., 2005) (figura 1). 

Essas toxinas são altamente específicas a seus insetos-alvo, inó-
cuas ao ser humano, aos vertebrados e às plantas e têm efeito não 
poluente ao meio ambiente por serem completamente biodegradá-
veis (Whiteley & Schnepf, 1986; Bravo et al., 2005; WHO, 1999). 

A bactéria foi isolada em 1902, no Japão, pelo bacteriologista 
Ishiwata, que descobriu ser ela a responsável pela mortalidade de 
larvas do bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae). 
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Em 1911, Berliner, na Alemanha, descreveu a mesma bactéria, iso-
lada de larvas mortas de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidopte-
ra: Pyralidae), a traça-da-farinha, e a chamou B. thuringiensis, 
em homenagem à Turíngia, na Alemanha, onde foram coletadas 
as lagartas. Em 1915, o mesmo autor notou presença de inclusões 
paraesporais nas células de B. thuringiensis. As possibilidades de 
utilização do microrganismo em controle biológico foram logo re-
conhecidas, e, em 1938, uma formulação à base desta bactéria, a es-
poreína foi produzida na França (Weiser, 1986). A partir dos anos 
1950, diversos países — Alemanha, Estados Unidos, França, Tche-
coslováquia e União Soviética — começaram a produzir inseticidas 
biológicos à base de B. thuringiensis (Weiser, 1986).

Nos anos 60, foi isolada uma estirpe de B. thuringiensis, su-
bespécie kurstaki, chamada HD-1 (Dulmage, 1970), que apresen-
tou uma toxicidade de duas a duzentas vezes superior às estirpes 
normalmente utilizadas nos produtos comerciais. A partir de en-
tão, a procura por outras estirpes possuidoras de novas toxinas foi 
estimulada, e, em 1977, Goldberg e Margalit isolaram uma estirpe 
eficaz contra dípteros (Goldberg & Margalit, 1977). Alguns anos 
mais tarde, em 1983, outra estirpe foi identificada como patogênica 
para coleópteros (Krieg et al., 1983).  No mundo inteiro, diversas 
estirpes de B. thuringiensis foram isoladas e, atualmente, muitos 

Figura 1.  
Esporos (E)  
e inclusões 

proteicas 
cristalinas 

bipiramidais 
(C) de Bacillus 

thuringiensis
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laboratórios continuam procurando novas. Existem várias coleções 
espalhadas pelo globo, e estima-se que existam 40 mil estirpes co-
nhecidas; entre estas, algumas são tóxicas a nematoides (Edwards 
et al., 1988), trematoides, protozoários, himenópteros, homópte-
ros, ortópteros e ácaros (Feitelson, 1994). 

Para o desenvolvimento de novos bioinseticidas é fundamental 
a descoberta de estirpes com maior atividade ou mais adaptadas às 
condições ambientais onde esses produtos serão utilizados. Pode-
mos apontar como exemplo desse tipo de trabalho o isolamento de 
estirpes nativas de B. thuringiensis e de B. sphaericus (Lysiniba-
cillus sphaericus) mais tóxicas que as respectivas estirpes-padrão e 
com toxicidade oriunda de toxinas codificadas por genes ainda não 
descritos (Schenkel et al., 1988; Ibarra et al., 2003; Monnerat et 
al., 2004, 2005, 2007; Martins et al., 2007).

B. thuringiensis pode ser utilizado tanto na forma nativa, como 
base de formulações de produtos biológicos, ou como doador de 
genes para a síntese de plantas geneticamente modificadas para re-
sistência a insetos.

Estirpes da bactéria já foram encontradas em todas as partes 
do mundo, provenientes de vários substratos, como solo, água, su-
perfície de plantas, insetos mortos, teias de aranha e grãos arma-
zenados (Bravo et al., 1998). O número de unidades formadoras 
de colônias por grama de solo pode chegar a 104, e as subespécies 
mais frequentemente encontradas são kurstaki e galleriae. Não há 
evidência alguma de correlação entre tipo de solo, quantidade, su-
bespécies e atividade inseticida (Damgaard et al., 1997). 

A taxonomia de B. thuringiensis tem sido alvo de muitos estu-
dos. Fizeram-se várias tentativas de classificação, começando pela 
elaboração de uma listagem de subespécies de bactérias, relacio-
nando-as a insetos suscetíveis, passando pelo perfil enzimático, 
pela morfologia e por reações aos corantes. Até 1960, essas meto-
dologias mostravam-se pouco apropriadas para uma classificação 
segura das estirpes isoladas em diversas regiões do globo. Naquela 
época, De Barjac & Bonnefoi (1962) introduziram o conceito dos 
“antígenos H” como elemento diferenciador de estirpes, baseado 
em substâncias existentes no flagelo de Bacillus. Esse sistema de 
classificação permitiu grande avanço na sistematização desses mi-
crorganismos (De Barjac et al., 1980). Outras técnicas foram pro-
postas, como a eletroforese de esterases (Noris, 1964), antígenos do 
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cristal (Krywienczyk et al., 1978), eletroforese multiloco das isoen-
zimas (Sedlander et al., 1986), a cromatografia dos ácidos graxos 
(Schenkel & Frachon, 1990) e a análise de plasmídeos (Lereclus et 
al., 1992). 

Diversos genes das δ-endotoxinas já foram clonados, permitin-
do a caracterização das toxinas pela análise completa da sequência 
de DNA de cada grupo (Kronstad & Whiteley, 1986), entretanto, os 
estudos moleculares e genéticos de B. thuringiensis ganharam novo 
impulso a partir do emprego das tecnologias de sequenciamento 
genômico usando NGS (Next Generation Sequencing - Nova Ge-
ração de Sequenciamento) e a terceira geração de sequenciamento.

 O genoma de Bt é, ainda, uma fonte a ser explorada para 
descoberta e identificação de novos genes com potencial tóxico aos 
mais variados tipos de organismos, principalmente insetos. A partir 
da aplicabilidade do sequenciamento de genomas, abre-se uma al-
ternativa para estudos relacionados à filogenia e à diversidade dos 
genes de Bt. Existem consideráveis variações genéticas individuais 
entre as estirpes dessa bactéria; muitos genes já identificados estão 
em: 1) processos biológicos (regulação biológica, processos celula-
res, processos de desenvolvimento, estabelecimento de localização, 
localização, processos metabólicos e resposta a estímulos); 2) com-
ponente celular; 3) função molecular (ligação, atividade catalítica, 
atividade reguladora da transcrição e atividade de transportador; 
4) processamento da informação genética (replicação e reparo); 5) 
metabolismo (metabolismo de aminoácido, carboidrato, terpenoi-
des e policetonas) (Fang et al., 2011).

A análise de B. thuringiensis em comparação a B. cereus 
e B. anthracis mostra uma relação filogenética mais próxima. 
Muitos estudos demonstraram que os membros do clado de B. cereus 
estão muito intimamente relacionados em termos de evolução filo-
genética, pois B. thuringiensis pode parecer-se com B. cereus ao 
perder seus plasmídeos característicos. O mesmo se observa 
para B. cereus, cujas estirpes podem apresentar propriedades fun-
cionais características de B. thuringiensis ou B. anthracis quando 
adquirem plasmídeos destes, como os codificadores de toxinas, de-
nominados de pBtoxis (Hu et al., 2005; Klee et al., 2010).

Pode-se associar, ainda, o NGS com a prospecção de genes, per-
mitindo expandir o arsenal de potenciais agentes de biocontrole, 
auxiliando nos testes de toxicidade de um grande número de toxi-
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nas contra uma grande faixa de insetos. Para facilitar a seleção das 
toxinas para estudo, critérios diferentes podem ser aplicados, in-
cluindo a identificação da toxina em uma estirpe conhecida (a par-
tir de um screening genômico prévio) em busca de uma atividade 
biocida de interesse ou em função de uma relação com toxinas já 
conhecidas (Berry & Crickmore, 2017).

O genoma de B. thuringiensis é o resultado de vários eventos 
genéticos que modelam o genoma de cada estirpe individualmente, 
ou seja, além das mutações que podem ocorrer ao longo do geno-
ma de Bt, a transferência horizontal entre estirpes de Bt por meio 
da ação de bacteriófagos, a troca de genes entre estirpes, a ação de 
transposons, a existência de hotspots, singletons, morons e genes 
crípticos e a abundância de plasmídeos contribuem decisivamente 
para a diversidade genética entre as estirpes de Bt.

Essas informações indicam que houve um avanço no entendi-
mento da parte estrutural das toxinas produzidas por Bt; os acha-
dos corroboram para o fato de que, dentro de uma grande família 
de toxinas, a diversidade é menor. Contudo, ainda há a necessidade 
de evolução no conhecimento de como ocorre a interação entre os 
receptores e as toxinas, utilizando-se apenas a sequência que codi-
fica a toxina gerada por sequenciamento.

2. Isolamento, caracterização e alvos

A variabilidade genética de B. thuringiensis é muito grande. Seu 
cristal proteico pode ser constituído por uma ou mais δ-endotoxi-
nas diferentes, que podem ser patogênicas a insetos de diversas or-
dens e contra outros grupos de invertebrados (nematoides, ácaros e 
protozoários) (Edwards et al., 1990; Feitelson et al., 1992). 

Em todo o mundo, pesquisadores buscam por novas estirpes de 
Bacillus entomopatogênicos, capazes de produzir novas toxinas, ou 
que sejam eficazes para o controle de outros organismos; estima-se 
que existam atualmente cerca de 60 mil estirpes conhecidas. Dife-
rentes metodologias estão descritas para o isolamento de estirpes 
dessas bactérias (World Health Organization, 1999; Travers et al., 
1987), mas a mais utilizada é a descrita pela WHO (1999), que con-
siste em colocar 1 g de solo de cada amostra em tubos estéreis, com 
10 ml de solução salina e agitar em vórtex por 2 min. Em segui-
da, transferir 1,5 ml para tubos tipo eppendorf estéril e submeter a 
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aquecimento por 12 min a 80°C e resfriamento por 5 min em gelo. 
As amostras são então, diluídas mil vezes em solução salina estéril, 
semeadas em placas de Petri contendo meio ágar nutritivo seletivo 
com penicilina e incubadas a 30°C por 48 horas. Após a incubação, 
as colônias isoladas de Bacillus spp. são selecionadas.

Em função da alta variabilidade do grupo Bacillus spp., é im-
prescindível a caracterização dos isolados, podendo-se, para tal, 
empregar diversos recursos. Os mais comuns são: caracterização 
entomopatogênica (por ensaios em laboratório), caracterização 
bioquímica e molecular (que apontaram o conteúdo gênico e perfil 
proteico de cada estirpe) e caracterização morfológica por micros-
copia óptica e eletrônica de varredura (que mostrará o padrão de 
cristais produzido por cada estirpe).

A microscopia de contraste de fases permite verificar a presença 
do cristal. Pode ser empregada ainda a microscopia eletrônica por 
varredura, que apresenta melhor resolução dos formatos dos cris-
tais, uma vez que os aumentos podem chegar a 100 mil vezes.   

A caracterização do complexo esporo-cristal dessas bactérias é 
realizada pela análise proteica por SDS-Page. Trata-se de uma fer-
ramenta sensível que pode fornecer informações valiosas dentre-
-espécies ou de similaridade de subespécies de bactérias Gram-po-
sitivas e Gram-negativas (Vandamme et al., 1996); a técnica tem 
sido comumente utilizada para caracterizar isolados de B. thurin-
giensis. 

A técnica de PCR (caracterização molecular) requer quantidades 
pequenas de DNA e permite a caracterização rápida e simultânea 
de muitas amostras. O procedimento tem sido usado para deter-
minar a presença ou a ausência de genes cry em particular, sendo 
altamente sensível e rápida, podendo ser usada de maneira fácil 
para estudar a distribuição ou detectar novos genes cry. Todavia, 
o procedimento normal de PCR não predetermina exatamente a 
atividade inseticida da estirpe, tampouco outros fatores como, por 
exemplo, o nível de expressão dos genes cry presentes que estão 
envolvidos no potencial inseticida de cada estirpe (Martínez et al., 
2005). O uso de PCR foi aperfeiçoado para a detecção de genes cry, 
todavia, o método requer um número amplo de primers. Diversos 
primers universais degenerados foram designados para amplificar 
todos os membros de diferentes subfamílias de genes cry. Embora 
o uso destes oligonucleotídeos degenerados incremente a probabi-
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lidade de amplificação de novos genes, a eficiência é restrita para 
detecção de genes relativos ao mesmo grupo (Berón et al., 2005).

A caracterização entomopatogênica envolve os bioensaios rea-
lizados em laboratório e é usada para obtenção das CL50 (concen-
tração letal para matar 50% da população testada) de cada isolado 
contra um inseto-alvo. É a caracterização entomopatogênica que 
indicará com maior precisão o potencial de controle e o espectro de 
ação de um determinado isolado.

A cultura do algodoeiro apresenta ampla gama de artrópodes 
associados, sendo que alguns deles, quando em níveis populacio-
nais elevados, podem ocasionar prejuízos economicamente signifi-
cativos, recebendo a denominação de pragas. 

A adoção de táticas ou ferramentas de controle biológico que 
venham a mitigar os danos ocasionados pelas pragas e que pos-
sam ser utilizadas no âmbito do manejo integrado de pragas (MIP) 
para a cultura do algodão é um desafio ímpar. Embora o controle 
biológico tenha proporcionado importante avanço na cotonicultu-
ra na safra 2012/2013, motivado pela introdução de Helicoverpa 
armigera, as ferramentas disponíveis para redução populacional 
dessa praga ainda se ressentem de maior desenvolvimento tecno-
lógico, citando-se, como exemplo, a melhoria das formulações dos 
biopesticidas e o aperfeiçoamento do sistema de dispersão de pa-
rasitoides.

Nesse sentido, o uso de Bt, seja através de bioinseticidas ou de 
genes inseridos em plantas geneticamente modificadas (GM) abre 
um leque de possibilidades para melhorias no MIP. No contexto da 
cotonicultura, os principais alvos são os artrópodes desfolhadores, 
com o uso de bioinseticidas e plantas GM, e o bicudo-do-algodoei-
ro, passível de controle somente por plantas GM, uma vez que, para 
o Bt ser tóxico a qualquer inseto, é necessária a ingestão das toxinas 
nos estágios larvais iniciais.

A Embrapa possui uma Coleção de Bactérias de Invertebrados 
(Coleção de Bacillus spp.), criada em 1988 e localizada no Labora-
tório de Bactérias Entomopatogênicas da Embrapa Recursos Gené-
ticos e Biotecnologia em Brasília, Distrito Federal. A formação da 
Coleção teve como finalidade enriquecer, conservar e agregar valor 
aos recursos genéticos microbianos e obter resultados expressivos, 
tanto do ponto de vista científico quanto tecnológico. A Coleção 
teve, desde sua criação, a missão de dispor de um grande número 
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de estirpes de Bacillus isolados, em sua maioria, a partir de amos-
tras de solo, água e insetos mortos, e estratégicas no controle bioló-
gico de pragas agrícolas e vetores de doenças humanas. 

As amostras são identificadas com informações como origem, 
coletor, responsável pela coleta, data de isolamento e responsável 
pela identificação e visavam prover recursos genéticos para reali-
zação de pesquisas de controle biológico de pragas agrícolas, tais 
como Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), Anti-
carsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e Plutella xylostella 
(Lepidoptera: Plutellidae), e vetores de importância na saúde pú-
blica, como Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) e Culex quinquefas-
ciatus (Diptera: Culicidae). Pesquisas utilizando as amostras dessa 
coleção se foram inovando a cada ano, de forma a diversificar o uso 
desse recurso genético nacional na prospecção de estirpes para o 
controle de outros insetos-praga de interesse para o agronegócio 
brasileiro, como Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculioni-
dae), Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae), Agrotis ipsi-
lon (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera cosmioides (Lepidop-
tera: Noctuidae), Hypsipilla grandella (Lepidoptera: Pyralidae), 
Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae), H. armigera (Lepidop-
tera: Noctuidae), nematoides de importância agrícola, veterinária 
e fitopatógenos. Foram implantados ainda outros estudos visando 
a utilização sistêmica de B. thuringiensis no controle de pragas e 
na promoção do crescimento vegetal, o estudo de interação inseto-
-planta-microrganismo e a caracterização molecular e bioquímica 
dos bacilos, a clonagem e a expressão gênica, o estudo de modo de 
ação das proteínas nos insetos e o desenvolvimento de bioprodutos. 
Além disso, a Coleção dá suporte a diversos projetos de pesquisa da 
Embrapa, atendendo a empresas e outras instituições de pesquisa 
no depósito de subamostras, como fiel depositário ou no forneci-
mento de amostras para instituições públicas e privadas. A Coleção 
também presta serviços ligados ao controle biológico, garantindo a 
qualidade de seus materiais e serviços por meio da adoção de boas 
práticas advindas da implantação de normas de qualidade. 

Desde 2015, os ensaios estão acreditados pelo Inmetro (ISO 17.025). 
Inicialmente, o acervo era constituído de estirpes de B. thuringiensis 
e de B. sphaericus (L. sphaericus) preservados em papel-filtro. Em 
2001, com a estruturação da Rede Nacional de Recursos Genéticos 
da Embrapa (Renargem), a coleção foi consolidada, sob a desig-
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nação de Banco de Bacillus spp. para controle biológico de pragas 
agrícolas e vetores de doenças. Hoje, a coleção conta com outras es-
pécies de Bacillus como B. subtilis e B. licheniformis, entre outras. 

Em 2012, o Instituto Mato-grossense do Algodão firmou uma 
parceria com a Embrapa e, desde então, vem desenvolvendo pro-
jetos para prospecção de estirpes e genes de Bt visando o controle 
biológico e a construção de cultivares resistentes ao ataque de in-
setos-praga.

As principais pragas do algodoeiro, sua importância, os agentes 
de controle biológico e os produtos comerciais registrados encon-
tram-se listados na tabela 1.

3. Ativos biológicos produzidos por B. thuringiensis

B. thuringiensis produz diferentes fatores de virulência, como 
as δ-endotoxinas, α-exotoxina, β-exotoxina, hemolisinas, enteroto-
xinas, quitinases e fosfolipases (Hofte & Whiteley, 1989; Hansen & 
Salamitou, 2000). Algumas estirpes produzem toxinas na fase de 
crescimento vegetativo, denominadas VIP (vegetative insecticidal 
proteins) (Estruch et al., 1996, Warren et al., 1998) e SIP (secreted 
insecticidal proteins) (Donovan et al., 2006). Podem ainda produ-
zir moléculas bioestimuladoras e biofertilizadoras, como fito-hor-
mônios, proteínas solubilizadoras de fosfato e sideróforos (Cherif 
et al., 2003; Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Raddadi et al., 2007; 
2008) além de proteínas parasporinas, as quais exibem atividade 
citotóxica específica contra células humanas de câncer (Ohba et al., 
2009, Okumura et al., 2010).

3.1. δ-endotoxinas

As δ-endotoxinas são as toxinas mais estudadas e promissoras 
e compreendem as proteínas Cry e Cyt. As toxinas Cry são tóxicas 
a diferentes insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hyme-
noptera, Diptera e a nematoides, enquanto as proteínas Cyt são na 
maioria das vezes tóxicas aos insetos da ordem Diptera (Bravo et 
al., 2005). 

Em 1993, foi estabelecido um comitê de nomenclatura de toxi-
nas de B. thuringiensis (Crickmore et al., 1998; 2015). Nesse siste-
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Pragas Nome científico Importância 
MT1

Bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis 5
Pulgão Aphis gossypii 3

Complexo Heliothinae
Helicoverpa armigera 

Helicoverpa zea 
Chloridea virescens

5

Lagarta-rosada Pectinophora gossypiella  4
Curuquerê Alabama argillacea  3
Falsa-medideira Pseudoplusia includens  4
Lagarta-do-cartucho-
-do-milho Spodoptera frugiperda  4

Lagarta-rosca Agrotis ipisilon 2
Mosca-branca Bemisia tabaci 5

Ácaros (rajado, bran-
co, vermelho)

Tetranichus urticae 
Polyphagotharsonemus latus 

Tetranychus ludeni
3

Tripes Frankliniella shultzei 3
Percevejo-castanho Scaptocoris castanea 2

Percevejos (rajado, 
manchador, marrom, 
verde, pequeno)

Horcias nobilellus 
Dysdercus sp. 

Euschistus heros 
Nezara viridula 

Piezororus guildinii  
Edessa meditabunda

3

Broca-da-raiz Eutinobothrus brasiliensis 3

Tabela 1. Principais pragas da cultura do algodoeiro no Estado de Mato Grosso.

1 Importância e relevância para o estado de Mato Grosso, escala de notas: 1 = sem importância, 2 = 
pequena importância, 3 = mediamente importante, necessitando de preocupação e estudos, 4 = importante, 
demandando medidas de controle, 5 = muito importante, inviabilizando a cultura se não houver controle.

Referências: Silvie et al., 2013; Agrofit, 2017; Monnerat et al., 2015.



23

ma, para cada nova toxina é dado um nome baseado na identidade 
de aminoácidos das toxinas previamente nomeadas (figura 2). O 
agrupamento por esse critério não implica em uma proteína com 
estrutura similar, com a mesma gama de hospedeiros, nem modo 
ação. Dessa forma, quatro subcategorias foram formadas: proteí-
nas que compartilham identidade inferior a 45% (atribuído um 
número arábico), proteínas compartilhando identidade inferior a 
78% (atribuída uma letra maiúscula), proteínas que compartilham 
identidade inferior a 95% (atribuída uma letra minúscula) e pro-
teínas que compartilham mais de 95% de identidade (número ará-
bico), formando assim o nome da proteína. As proteínas Cry estão 
classificadas em 74 grupos e diferentes subgrupos e são codificadas 
por mais de 830 genes cry já sequenciados (Crickmore et al., 2017).

3.2. α-exotoxina

A α-exotoxina é uma enzima que possui atividade citolítica, inte-
ragindo com fosfolipídios que formam as membranas celulares de 
diversos organismos (Faust & Bulla, 1982), inclusive ratos e outros 
vertebrados (Lechner et al., 1989). A toxina é termolábil, solúvel 
em água e altamente tóxica a alguns insetos quando administrada 
via oral ou intra-hemocélica, causando degeneração e lise de hemó-

Figura 2. Ilustração da nomenclatura para proteínas Cry: proteínas que compartilham iden-
tidade inferior a 45% (atribuído um número arábico), proteínas compartilhando identidade 
inferior a 78% (atribuída uma letra maiúscula), proteínas que compartilham identidade 
inferior a 95% (atribuída uma letra minúscula) e proteínas que compartilham mais de 95% de 
identidade (número arábico), formando assim o nome da proteína. 



24

citos (Krieg, 1971; Hansen & Salamitou, 2000). A toxina é produ-
zida durante a fase logarítmica de crescimento de algumas estirpes 
de Bt e liberada no sobrenadante, sendo também conhecida como 
lecitinase C, fosfolipase C ou fosfatidilcolina fosfo-hidrolase (Faust 
& Bulla, 1982).

3.3.  β-exotoxinas

Algumas estirpes de B. thuringiensis são capazes de secretar 
metabólitos secundários não proteicos e termoestáveis que não 
possuem atividade tóxica específica, sendo altamente tóxicos para 
um amplo espectro de insetos e também de mamíferos (Liu et al., 
2010; 2014). Esses metabólitos secundários são comumente co-
nhecidos como β-exotoxinas ou turingiensinas. São produzidas 
durante a fase vegetativa e secretadas no meio de cultura. Existem 
dois tipos de β-exotoxinas; o tipo I é um análogo do ATP, sendo 
composto pelo nucleotídeo adenina, ribose, glicose e ácido fosfoa-
lárico, apresentando massa molecular de 701 daltons (Farkas et al., 
1969). A produção da toxina tipo II por algumas estirpes é relatado 
como um análogo do UTP (Levinson et al., 1990). O efeito tóxico 
das β-exotoxinas dá-se através da inibição da RNA polimerase DNA 
dependente (Gohar & Perchat, 2001), provável razão pela qual elas 
podem também afetar mamíferos (McClintock et al., 1995). São 
altamente tóxicas para várias ordens de insetos, ácaros, nematoi-
des e também vertebrados, com efeitos teratogênicos e mutagêni-
cos (Hansen & Salamitou, 2000). A produção de β-exotoxinas é 
mais prevalente em alguns sorotipos específicos (Hernandez et al., 
2003), e os genes responsáveis pela síntese dessas toxinas estão lo-
calizados em plasmídeos de 75 ou 110 MDa (Levinson et al., 1990).

Por causa da toxicidade da β-exotoxina em mamíferos, a OMS 
recomenda que as cepas de B. thuringiensis que produzem β-exoto-
xina não sejam utilizadas para o controle de insetos, ou pelo menos 
que os produtos comerciais à base de B. thuringiensis sejam livres 
da toxina (WHO, 1999). Além disso, a ausência de β-exotoxinas é 
uma exigência para formulações com B. thuringiensis na Europa, 
nos Estados Unidos e no Canadá (Glare & O’Callaghan, 2000).
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3.4. VIP

As Vegetative insecticidal proteins (VIP) são produzidas e 
secretadas por algumas estirpes de B. thuringiensis durante sua 
fase vegetativa (Estruch et al., 1996; Warren, 1997). Quatro famí-
lias de proteínas VIP foram descritas (Vip1, Vip2, Vip3 e Vip4). 
Vip1 e Vip2 formam um sistema binário, possuindo os tamanhos 
de 100 kDa e 52 kDa, respectivamente. Possuem alta toxicidade 
contra coleópteros e seu modo de ação envolve o desarranjo do ci-
toesqueleto de células de insetos (Warren, 1997; Shi et al., 2004). 
Vip3 é uma proteína de 82,5 kDa, tóxica a um amplo espectro 
de lepidópteros (Estruch et al., 1996; Chen et al., 2003), tendo 
como possível modo de ação a formação de poros na membrana 
das células e consequente lise celular (Lee et al., 2003; Yu et al., 
2012). Ao mesmo tempo em que Vip3 apresenta toxicidade sobre 
lepidópteros, ela não mostrou efeitos sobre insetos não alvo (Whi-
tehouse et al., 2007). Vip4 é uma proteína com peso molecular de 
108 kDa. Pouco se sabe sobre seu espectro de ação, porém análi-
ses filogenéticas sugerem uma similaridade com a proteína Vip1 
(Palma et al., 2014; Crickmore et al., 2015).

Os genes responsáveis pela síntese das proteínas VIP estão lo-
calizados em plasmídeos de alta massa molecular, juntamente com 
genes cry (Estruch et al., 1996). Por serem produzidas em etapas 
iniciais do processo de crescimento das bactérias em cultura, sua ob-
tenção pode ser antecipada, podendo-se aproveitar não só a mistura 
de esporos e cristais obtidos após o cultivo de B. thuringiensis, como 
também utilizar seu sobrenadante (Estruch et al., 1996; Monnerat 
& Bravo, 2000). 

3.5. SIP

As proteínas inseticidas secretadas (SIP) constituem uma famí-
lia de proteínas descrita como o primeiro e único membro de uma 
família de proteínas inseticidas de B. thuringiensis secretadas com 
toxicidade demonstrada contra larvas de coleópteros. A proteína 
SIP foi inicialmente obtida a partir de sobrenadantes de cultura da 
estirpe Bt EG2158 e foi designada como Sip1Aa1 (Donovan et al., 
2006). O gene sip1Aa1 tem 1.104 pb que codificam uma proteína 
de 367 aminoácidos com aproximadamente 41 kDa. Essa proteína 
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apresenta peptídeo sinal de trinta aminoácidos consenso com de 
outras bactérias Gram-positivas.

Os trabalhos de Donovan et al. (2006) mostram a toxina pre-
sente em sobrenadante de meio de cultura já processada, sem seus 
primeiros 43 aminoácidos e que ela apresenta similaridade com 
a estrutura das proteínas mosquitocidas MTX3 de 36 kDa, suge-
rindo que sua atividade seja também pela formação de poros, mas 
seu modo de ação permanece desconhecido. Sip1Aa1 é letal para 
Leptinotarsa   decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) e inibe o 
crescimento de Diabrotica undecimpunctata howardi (Coleopte-
ra: Chrysomelidae) e D. virgifera virgifera (Coleoptera: Chryso-
melidae) (Donovan et al., 2006).

3.6.  Quitinase

A quitina é um homopolímero de n-acetilglicosamina (NAG) co-
nectado por uma ligação do tipo β−1,4, um polissacarídeo estrutu-
ral amplamente encontrado na natureza (Gooday, 1994). É um dos 
principais componentes de insetos, sendo responsável pela forma-
ção da cutícula, estando presente também na membrana peritrófi-
ca, uma camada protetora que reveste o intestino de insetos, res-
ponsável pelo formato celular e protegendo a célula contra danos 
mecânicos. Por esse motivo é um alvo para proteínas antifúngicas, 
como as quitinases, proteínas degradadoras de quitina (Theis & 
Stahl, 2004), amplamente produzidas pelas diferentes estirpes de 
Bt. São capazes de inibir o crescimento de fungos (Liu et al., 2002; 
Reyes- Ramirez et al., 2004) e quando utilizadas com outras pro-
teínas inseticidas podem elevar sua toxicidade (Regev et al., 1996; 
Sampson & Gooday, 1998). 

A toxicidade de estirpes de Bt mostrou-se maior quando combi-
nada com o sobrenadante da cultura contendo quitinase (Wiwat et 
al., 2000) e testada contra larvas de Plutella xylostella (traça-das-
-crucíferas). A quitinase, em conjunto com proteínas VIP, apre-
senta uma ação de sinergismo contra larvas de Spodoptera litura 
(Arora et al., 2003). A atividade inseticida das proteínas Cry e VIP 
na presença de quitinase oferece uma ferramenta para controle de 
pragas por meio da atividade sinergética dessas proteínas, dimi-
nuindo também a resistência de insetos a Bt, além de ser uma enzima 
promissora no combate a fungos fitopatógenos (Raddadi et al., 2007).
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3.7.  Zwittermicina A

É um antibiótico aminopoliol linear, primeiramente identifi-
cado por seu papel na supressão de fungos fitopatógenos, sendo 
produzido por Bt (Silo-Suh et al., 1994; Raffel et al., 1996; Nair et 
al., 2004; Raddadi et al. 2008). Contudo, estudos com o sinergis-
mo de zwittermicina A e proteínas inseticidas de Bt mostraram um 
aumento na mortalidade de insetos tipicamente resistentes a essas 
toxinas (Broderick et al., 2000; 2003), podendo constituir um fator 
adicional no aumento da eficácia de Bt e atrasando o desenvolvi-
mento de resistência de insetos.

A zwittermicina A mostrou ter um grande espectro de inibi-
ção entre protistas, oomicetos, fungos e bactérias (Silo-Suh et al., 
1998). A atividade inibitória contra oomicetos poderia ser de gran-
de interesse para o controle desses fungos filamentosos, tendo em 
vista que a quitinase não age contra eles, pois a falta de quitina na 
parede celular é uma característica comum desses fungos (Shang et 
al., 1999; Theis & Stahl, 2004).

3.8.  Autolisinas

Autolisinas são hidrolases peptidoglicanas endógenas que dige-
rem os peptidoglicanos da parede celular, tanto das bactérias pro-
dutoras como de outras bactérias. De acordo com a ligação química 
clivada na molécula de peptidoglicano, as autolisinas são classifi-
cadas em: N-acetil muramidase, N-acetilglicosaminidase, N-ace-
tilmuramil-L-alanine amidase e endopeptidase (Cibik & Chapot-
-Chartier, 2000). Essas hidrolases peptidoglicanas são sintetizadas 
durante o crescimento celular e estão envolvidas em diversos pas-
sos cruciais no ciclo de vida bacteriano: divisão celular, manuten-
ção do volume da parede celular, lise celular e liberação de esporo 
(Smith et al., 2000).

Raddadi e colaboradores (2004; 2005), através de uma varre-
dura em mais de cem isolados de Bt, encontraram estirpes com hi-
drolases peptidoglicanas que possuíam atividade contra um vasto 
grupo de bactérias, como Micrococcus lysodeikticus, Listeria mo-
nocytogenes e Staphylococcus aureus. Essas proteínas são de gran-
de interesse, principalmente em aplicações no campo, aumentando 
o biocontrole de bactérias ou insetos pela adição de outros anta-
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gonistas, como as bacteriocinas (Mora et al., 2003) ou quitinases, 
tendo em vista que o produto oriundo da clivagem com quitinase é 
a N-acetilglicosamina, podendo ser degradada por N-acetilglicosa-
minidades (Sampson & Gooday, 1998; Raddadi et al., 2007).

3.9.  Bacteriocinas

Bacteriocinas são compostos sintetizados pelos ribossomos, ter-
moestáveis e produzidos por bactérias. Possuem atividade tóxica 
contra outras bactérias, e a bactéria produtora apresenta um me-
canismo de imunidade específico (Cotter et al., 2005). Esses pep-
tídeos são, em sua maioria, compostos catiônicos que produzem 
poros nas células-alvo, interferindo no potencial de membrana, 
levando à lise celular (Oscáriz & Pisabarro, 2001). Apresentam um 
espectro de ação reduzido, tóxico somente a bactérias relacionadas 
geneticamente à produtora ou que pertençam ao mesmo nicho eco-
lógico (Riley & Wertz, 2002; Raddadi et al., 2007). A classificação 
das bacteriocinas sugeridas por Klaenhammer (1993) as separa em 
quatro classes, de acordo com sua massa molecular, termoestabili-
dade, sensibilidade enzimática, presença de aminoácidos modifica-
dos pós-traducionalmente e modo de ação.

A classe I é chamada de lantibióticos, que contêm o aminoácido 
modificado lantionina, e peptídeos pequenos (< 5 kDa, 19-38 ami-
noácidos); a classe II tem como característica o tamanho pequeno 
(< 10 kDa), termoestabilidade e peptídeos formados exclusivamen-
te por aminoácidos não modificados (Cotter et al., 2005). A classe 
III tem como representantes proteínas termoestáveis e de maior 
massa molecular (> 30 kDa). Até o momento, poucas bacteriocinas 
desta classe foram caracterizadas, e seu mecanismo de ação difere 
das outras bacteriocinas, pois a ação ocorre através da hidrólise da 
parede celular das células sensíveis, levando à morte celular (Cot-
ter et al., 2005). A última classe de bacteriocinas, a classe IV, con-
tém peptídeos que possuem moléculas de carboidratos ou lipídeos 
(Klaenhammer, 1993).

As bacteriocinas produzidas por B. thuringiensis são normal-
mente conhecidas como turicinas e apresentam um espectro varia-
do de ação. Possuem ação bacteriostática ou bacteriolítica contra 
diversas espécies de procariotos, como B. thuringiensis, B. cereus, 
B. subtilis, Listeria monocytogenes, Leuconostoc mesenteroides, 
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, dentre várias outras espécies de importância clíni-
ca e alimentar (Paik et al., 1997; Cherif et al., 2001; Ahern et al., 
2003; Cherif et al., 2003; Kamoun et al., 2005; Barboza-Corona et 
al., 2007; Chemini et al, 2007; Cherif et al., 2008). Diversas estir-
pes de Bt já foram descritas produzindo diferentes bacteriocinas, 
como turicina, tochicina (Paik et al., 1997), turicina 7 (Cherif et al., 
2001), turicina 439 (Ahern et al, 2003), entomocina 9 (Cherif et 
al., 2003), bacturicina F4 (Kamoun et al., 2005), entomocina 110 
(Cherif et al., 2008).

3.10. AHL-Lactonases

Várias espécies de bactérias usam sistemas complexos de comu-
nicação que interagem com a densidade celular e a expressão de ge-
nes para regulação de funções biológicas. Esse tipo de comunicação 
célula a célula é conhecido como quorum sensing, o qual depende 
da produção, da difusão e do reconhecimento de pequenas molécu-
las sinalizadoras ou autoindutores (Miller & Bassler, 2001; Fuqua 
et al., 2001).

Em bactérias Gram-negativas, o sistema de quorum sensing 
mais estudado está relacionado com a interação de N-acilhomo-
serina lactonas (AHLs), moléculas que partilham anéis de lactona 
homoserina, mas variam em comprimento e substituição da ca-
deia lateral acil. Os sinais de AHL estão envolvidos na regulação de 
uma grande variedade de funções biológicas, como luminescência, 
produção de antibióticos, transferência plasmidial, motilidade, vi-
rulência e formação de biofilmes (Whitehead et al., 2001; Zhang, 
2003; Federle & Bassler, 2003).

As vias de quorum sensing poderiam ser alteradas pela produ-
ção de produtos naturais que ajam como antagonistas de AHLs e 
pela expressão de enzimas que extingam essa via de comunicação 
por meio da hidrólise dessas moléculas AHL sinalizadoras (Ren et 
al., 2005). Diversas estirpes de B. thuringiensis foram identificadas 
como portadoras do gene aiiA, que codifica uma enzima AHL-lac-
tonase (Dong et al., 2002; Lee et al., 2002; Raddadi et al., 2008).

A presença de estirpes de Bt produtoras de AHL-lactonase supri-
me a virulência de bactérias fitopatogênicas através de interferên-
cia de sinal, bem como a expressão do gene aiiA de Bt em bactérias 
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fitopatogênicas é capaz de reduzir significativamente a virulência 
desses fitopatógenos (Dong et al., 2001; 2004). Estudos mostra-
ram que plantas transgênicas expressando AHL-lactonase podem 
efetivamente extinguir a sinalização de quorum sensing e eliminar 
populações bacterianas causadoras de infecção (Dong et al., 2001). 
Esses resultados ilustram o potencial promissor de exploração dos 
mecanismos antagonistas microbianos como a interferência de si-
nal para o controle e prevenção de doenças infecciosas (Raddadi et 
al., 2007).

3.11. Ácido indolacético (AIA) ou auxinas

A habilidade de produzir fito-hormônios é muitas vezes conside-
rada restrita ao reino vegetal, porém, a produção de fito-hormônios 
é comum em bactérias de solo e associadas a plantas (Costacurta & 
Vanderleyden, 1995); sendo assim, determinantes na estimulação 
do crescimento da planta, na patogênese e nas interações simbióti-
cas planta-microrganismo (Glickmann et al., 1998; Patten & Glick, 
2002; Sergeeva et al., 2002). 

Fito-hormônios desempenham um papel importante como si-
nalizadores e reguladores de crescimento e desenvolvimento de 
plantas. Dentre eles, as auxinas e, em particular, o ácido 3-indol-
-acético (AIA) são os reguladores de crescimento de plantas mais 
estudados, considerando os aspectos bioquímicos, genéticos e fi-
siológicos (Del Pozo et al., 2005). Com base em estudos genéticos e 
na regulação dos mecanismos de biossíntese de AIA, várias vias de 
produção são conhecidas, sendo divididas em vias dependentes de 
triptofano e vias independentes de triptofano (Glick et al., 1999). 
Bactérias benéficas sintetizam AIA predominantemente pelas vias 
dependentes de triptofano (Costacurta et al., 1994; Patten & Glick, 
2002; Schutz et al., 2003).

Por meio de estudos bioquímicos e com o gene ipdC, que co-
difica uma indolpiruvato descarboxilase, enzima fundamental em 
uma das vias dependentes de triptofano, demonstrou-se que o Bt é 
capaz de produzir concentrações benéficas de AIA para plantas por 
ambas as vias dependentes de triptofano, a do ácido 3-indol pirúvi-
co e a do 3-indol acetamida (Raddadi et al., 2007; 2008). 

Estudos realizados avaliando plântulas de repolho in vitro, cujas 
sementes foram tratadas com B. thuringiensis, demonstraram que 
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houve um incremento significativo na emergência das plântulas em 
200%. Acredita-se que a produção de AIA pode ter influenciado 
o desenvolvimento inicial das plântulas, uma vez que a estirpe 
de B. thuringiensis testada apresentou uma produção de AIA me-
nor que 1 µg/mL, no meio Embrapa, 9,92 µg/mL, no meio King B, 
e 20,61 µg/mL, no meio DYGS (Praça, 2012). Sabe-se que o fito-
-hormônio pode atuar sobre o desenvolvimento da parte aérea das 
plantas (Silva & Bettiol, 2009). 

É importante salientar que a produção de AIA pode apresentar 
resultados diferentes entre os meios, podendo sua produção variar 
entre diferentes espécies e estirpes e, ainda, ser influenciada por es-
tágios e condições de crescimento e pelo substrato avaliado (Mirza 
et al., 2001). Resultados semelhantes foram encontrados em estu-
dos com diferentes estirpes de Bacillus sp. (Beneduzi et al., 2008) e 
com diferentes sorotipos de B. thuringiensis (Raddadi et al., 2008).

3.12.  ACC deaminase

O ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) é um aminoá-
cido de ocorrência natural, precursor do etileno, um fito-hormônio 
essencial, importante no desenvolvimento e na resposta ao estresse 
de plantas. É responsável ainda pela regulação da germinação de 
sementes, cicatrização de feridas, senescência, amadurecimento 
dos frutos e vários outros processos relacionados ao crescimento 
vegetal (Abeles et al., 1992; Deikman, 1997). Vários microrganis-
mos, incluindo bactérias promotoras do crescimento vegetal, são 
capazes de produzir ACC deaminase, uma enzima que converte o 
ACC em α-cetobutarato e amônia (Ghosh et al., 2003; Wenbo et al., 
2003; Hontzeas et al., 2004; Glick, 2005), permitindo que esses 
microrganismos utilizem o ACC como fonte de nitrogênio e carbo-
no (Belimov et al., 2005). Várias estirpes pertencentes ao grupo de 
B. cereus apresentaram genes de ACCD, incluindo Bt, sendo capa-
zes de crescer em meio mineral contendo ACC como única fonte de 
nitrogênio (Ivanova et al., 2003; Hoffmaster et al., 2004; Raddadi 
et al., 2007; 2008). Quando inoculado em plantas, Bt, por meio da 
produção de ACCD, é capaz de estimular o enlogamento de raízes, 
o aumento do comprimento da parte aérea, bem como o peso fresco 
e seco dessas plantas (Ghosh et al., 2003). 

Além de facilitar o crescimento e o desenvolvimento vegetal 
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(Glick, 1995; Glick et al., 1998), bactérias promotoras do cresci-
mento vegetal expressando ACCD demonstraram proteger a planta 
contra estresses ambientais como excesso de metais pesados, ala-
gamentos, alta salinidade, secas e fitopatógenos (Burd et al., 2000; 
Belimov et al., 2005; Grichko & Glick, 2001; Mayak et al., 2004a; 
2004b; Wang et al., 2000).

3.13. Solubilização de fosfato

Apesar de o fósforo (P) ser bastante abundante em muitos solos, 
é um dos principais nutrientes limitantes no crescimento vegetal. 
A maioria do P encontrado no solo está na forma insolúvel, e as 
plantas absorvem P apenas em duas formas solúveis, a monobásica 
e a dibásica (Glass, 1989). Para tornar-se disponível às plantas, é 
necessária a solubilização; bactérias solubilizadoras de fosfato são 
comumente encontradas em solos e fazem a transformação de fos-
fato insolúvel para solúvel por meio de ações enzimáticas e produ-
ção de ácidos orgânicos (Goldstein, 1986; Pal, 1998; Rodriguez & 
Fraga, 1999; Nautiyal et al., 2000). Esse processo é realizado por 
fosfatases ácidas e fitases (Rodriguez & Fraga, 1999; Nautiyal et al., 
2000), sendo um dos modos de ação mais comuns envolvidos com 
microrganismos promotores do crescimento vegetal, aumentando 
a disponibilidade de nutrientes para a planta hospedeira (Richard-
son, 2001). Raddadi e colaboradores (2008) identificaram através 
de PCR estirpes de Bt que possuem os genes de fitase e da fosfatase 
ácida, capazes de solubilizar quantidades significativas de fosfato 
in vitro.

3.14. Sideróforos

O crescimento e a reprodução de plantas podem ser severamente 
afetados por diversos estresses abióticos e bióticos; dentre os fato-
res abióticos, a deficiência de ferro constituiu um dos maiores pro-
blemas na redução do rendimento da colheita, principalmente em 
solos calcários, nos quais a solubilidade de ferro é extremamente 
baixa (Kobayashi et al., 2005). As plantas normalmente excretam 
compostos orgânicos solúveis (quelantes e fitossideróforos) que se 
ligam ao Fe3+ e auxiliam na manutenção desse íon em solução. Os 
quelantes transportam Fe3+ até a superfície das raízes, onde é redu-
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zido a Fe2+ e absorvido. Já os fitossideróforos são absorvidos com 
o Fe3+ através da membrana plasmática (Von Wiren et al., 2000). 
Algumas bactérias rizosféricas também são capazes de produzir si-
deróforos por vias não ribossomais (Crosa & Walsh, 2002).

A função de microrganismos do solo no crescimento vegetal e na 
aquisição de ferro foi relatada por Masalha e colaboradores (2000), 
que relatam que, utilizando solos não estéreis, as plantas não de-
monstram sintomas de deficiência e têm altas concentrações de 
ferro em suas raízes, em contraste com plantas crescidas em solos 
esterilizados.

A produção de sideróforos é uma característica comum no grupo 
de B. cereus, incluindo B. thuringiensis (Park et al., 2005; Wilson et 
al., 2006). Essa característica pode ser bastante relevante no con-
trole de fungos fitopatógenos por conta do efeito da competição por 
ferro, além de fornecer à planta esse nutriente (Raddadi et al, 2008). 

3.15. Parasporinas

Dos grupos de toxinas Cry conhecidas até hoje, a maior parte 
apresenta atividade inseticida e pode ser empregada em controle 
de pragas e de insetos de interesse em saúde pública. Porém, al-
gumas estirpes produzem outra toxina parasporal, sem atividade 
conhecida para invertebrados, denominadas parasporinas; o grupo 
compreende as toxinas Cry31A, Cry41A, Cry45A, Cry46A, Cry63A 
e Cry64A e apresenta uma atividade específica contra células can-
cerígenas humanas. Por isso, foram classificadas como paraspo-
rina-1 (PS1 - com 11 membros) (Mizuki et al., 2000; Jung et al., 
2007; Uemori et al., 2007; Yasutake et al., 2008; Nagamatsu et al., 
2010), parasporina-3 (PS3 - com dois membros) (Yamashita et al., 
2005), parasporina-4 (PS4 - com um membro) (Okumura et al., 
2004), parasporina-2 (PS2 - com três membros) (Ito et al., 2004; 
Hayakawa et al., 2007), parasporina-6 (PS6 - com um membro) e 
parasporina-5 (PS5 - com um membro) (Nagamatsu et al., 2010), 
respectivamente (Ohba et al., 2009; Okumura et al., 2016). 

As parasporinas apresentam modo de ação diferente entre as fa-
mílias, assim como espectro citotóxico e nível de atividade diferen-
tes (Ohba et al., 2009). Para sua ativação, assim como as proteínas 
inseticidas, é de importância crucial a ativação das protoxinas em 
toxinas, com o auxílio de proteases.
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Ao contrário das já conhecidas proteínas Cry inseticidas, a pa-
rasporina não é uma toxina formadora de poros. Katayama e co-
laboradores (2007) demonstraram que a PS1Aa1 (Cry31) ativada 
causa um influxo de cálcio (Ca2+) para o interior celular. Esse influ-
xo não está relacionado com canais de Ca2+ nem com Ca2+ intracelu-
lar, mas com Ca2+ extracelular. Esse influxo de cálcio leva à ativação 
de proteínas relacionadas à morte celular, como a caspase-3 e a poli 
(ADP-ribose) polimerase. Além disso, proteínas G heterotriméricas 
ou receptores acoplados à proteína G estão relacionados a esse me-
canismo de ação, induzindo a célula à morte por apoptose. 

A toxina parasporina 2 (PS2Aa1 - Cry46A) proveniente da estir-
pe de Bt A1547 (sorotipo dakota), diferentemente da PS1, não pos-
sui três domínios e, consequentemente, faltam-lhe os blocos con-
servados presentes nas proteínas Cry inseticidas. Porém, apresenta 
uma identidade (<25%) com a proteína Cry15Aa, à qual pertencem 
as toxinas tipo MTX de Lysinibacillus sphaericus (Ito et al., 2004; 
Akiba et al., 2009). Trata-se de uma proteína com 338 resíduos de 
aminoácidos e traduzida a partir de um gene de 1.014 pb; apresenta 
toxicidade contra células T leucêmicas (MOLT-4 e Jurkat), câncer 
de útero (Sawano) e câncer hepático (HepG2). Utilizando cortes 
histológicos de biópsias de câncer do colo do útero e câncer de fíga-
do, PS2 preferencialmente matou as células de câncer, deixando as 
células normais do pedaço de tecido intactas (Ito et al., 2004). As 
sequências de aminoácidos dessas proteínas sugerem uma homolo-
gia com toxinas aerolisinas formadoras de poro do tipo β (β-PFTs). 
A protoxina (37 kDa), após processamento proteolítico com proteina-
se K, gera a toxina ativa (30 kDa), que formará oligômeros (>200 kDa) 
em regiões da membrana ricas em colesterol, as jangadas lipídicas, 
levando à formação de poros e, consequentemente, à lise celular, 
não ocorrendo assim apoptose (figura 4). 

Proteínas ancoradas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) estão en-
volvidas nessa atividade citotóxica, possivelmente como recepto-
ras dessa proteína (Ito et al., 2004; Kitada et al., 2009; Akiba et 
al., 2009). Há grande homologia entre as sequências de aminoáci-
dos de PS2Aa1 e a toxina épsilon de Clostridium perfringens, bem 
como em seus mecanismos de ação envolvidos na morte celular 
(Ohba et al., 2009).

As parasporinas 3 (PS3Aa1 e PS3Ab1 – Cry41) são proteínas 
de 88 kDa e possuem 825 resíduos de aminoácidos, que formam 
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uma protoxina de 88 kDa. Após tratamento com proteinase K, 
geram uma toxina ativa de 64 kDa. Apresentam toxicidade e es-
pecificidade contra células de câncer de fígado (HepG2) e células 
T leucêmicas (HL-60) (Yamashita et al., 2005). Apesar de ter uma 
baixa similaridade com as proteínas Cry e Cyt, possuem estrutu-
ra de três domínios, em que a sequência de aminoácidos possui 
cinco blocos conservados comumente achados em proteínas Cry 
inseticidas. Baseado nisso, PS3 provavelmente segue o modelo 
similar de ligação a receptores específicos e formação de poros 
na membrana celular. Essa ideia tem como suporte o fato que 
PS3Aa1 aumenta a permeabilidade de membrana das células-alvo 
(Yamashita et al., 2005). A parasporina 4 (Cry45) possui 274 ami-
noácidos, formando uma protoxina de 30 kDa, traduzida por um 
gene de 828 pb. Não possui três domínios e, consequentemente, 
faltam-lhe os blocos conservados presentes nas proteínas Cry in-
seticidas. Após a ativação com proteinase K, produz uma toxina 
de 27 kDa, tóxica contra células T leucêmicas (MOLT-4 e HL-60), 
células de câncer de cólon (CACO-2) e células de câncer do colo do 
útero (Sawano e TCS) (Ohba et al., 2009). 

Assim como PS2, a parasporina 4 possui homologia com aero-
losinas formadoras de poro do tipo β, com um mecanismo de ação 
muito semelhante à PS2. PS4 liga-se inespecificamente à membra-
na plasmática das células-alvo, formando oligômeros e induzin-
do a célula à morte. Diferentemente de outras β-PFTs, PS4 é uma 
proteína formadora de poro independente de colesterol; o receptor 
específico e a composição de oligômeros de PS4 permanecem des-
conhecidos (Okumura et al., 2008; 2011). 

A PS5 (Cry64), oriunda da estirpe A1100, possui uma protoxina 
de 34  kDa, ativada com proteinase K, dando origem a uma toxina 
ativa de 30 kDa. Assim como PS2 e PS4, possui homologia com 
aerolosinas formadoras de poro do tipo β; seu mecanismo de ação 
é ainda desconhecido, mas, baseado em sua homologia com aeroli-
sinas, possivelmente forma poros nas membranas das células-alvo 
(Ekino et al., 2014). 

PS6 (Cry66) compartilha uma estrutura muito parecida com as 
PS1 e PS3, possuindo estrutura de três domínios, em que a sequência 
de aminoácidos possui cinco blocos conservados comumente acha-
dos em proteínas Cry inseticidas. Seu precursor é uma protoxina de 
84 kDa, que, após ativação com tripsina, produz uma proteína ma-
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dura de 73 kDa formada por um heterodímero de 59 kDa e 14 kDa. 
Apresenta citotoxicidade contra as linhagens de câncer de fígado 
(HepG2) e câncer do colo do útero (HeLa) (Nagamatsu et al., 2010).

O mecanismo de ação dessa proteína em células de câncer hu-
mano ainda não foi esclarecido. Especula-se que PS6 possa ser uma 
proteína formadora de poro (Nagamatsu et al., 2010).

4 . Toxinas e alvos

B. thuringiensis é capaz de produzir uma ampla gama de pro-
teínas tóxicas a insetos que podem ser utilizadas nas tecnologias 
de controle de pragas do algodoeiro. A seguir, a tabela 2 mostra a 
diversidade de potencial de uso das toxinas de Bt no controle de 
algumas das principais pragas do algodoeiro.

Dentre as proteínas de Bt mais amplamente utilizadas estão as 
toxinas que formam cristal (Cry), particularmente Cry1Ac em algo-
dão Bt (figura 3). Essa proteína se tem mostrado tóxica a várias lar-
vas de lepidópteros. Uma etapa crucial no modo de ação das toxinas 
Cry1A é a ligação da toxina a proteínas receptoras da membrana do 
intestino médio, reconhecidamente, caderina, aminopeptidase N 
(APN) e fosfatase alcalina (ALP) (Chen et al., 2015).

A toxina Cry1Ac tem sido usada no controle de várias espécies 
de Lepidoptera como, por exemplo, Agrotis ipsilon, Helicoverpa 
armigera, Chrysodeixis includens, Spodoptera frugiperda, Pecti-
nophora gossypiella e Chloridea virescens.

Já as proteínas inseticidas VIP (principalmente referentes 
à Vip3A) não têm identidade de sequência e não compartilham 
nenhum local de ligação com as proteínas Cry. O modo de ação 
distinto de Vip3A faz com que essa proteína seja uma potencial 
candidata à piramidação com as proteínas Cry em culturas trans-
gênicas de algodão para retardar a evolução de resistência dos in-
setos da ordem Lepidoptera e ampliar o espectro inseticida (Wei 
et al., 2017). Essa toxina tem sido usada no controle de lepidópte-
ros como Helicoverpa armigera, Spodoptera frugiperda e Chlo-
ridea virescens.

Já para o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis), inse-
to da ordem Coleoptera e praga responsável por perdas elevadas 
na produção de algodão, não há uma toxina de Bt empregada em 
eventos transgênicos.
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As larvas de A. grandis localizam-se dentro dos botões florais, 
resultando na destruição da qualidade da fibra e dificultando o con-
trole químico, causando perdas consideráveis na produção e eleva-
ção nos custos quanto ao emprego de inseticidas. Por conta da im-
portância econômica do bicudo, a busca de toxinas Cry específicas 
para a espécie é essencial.

Aguiar et al. (2012) relataram a obtenção de uma versão recom-
binante da toxina Cry10Aa de B. thuringiensis que se mostrou alta-
mente tóxica para o bicudo-do-algodoeiro. Essa toxina de Bt pode 
ser uma candidata promissora para eventos transgênicos visando o 
controle do inseto.

 
5. Modo de ação das toxinas Cry

O modo de ação das toxinas Cry tem sido caracterizado princi-
palmente em insetos lepidópteros, e o processo pode ser dividido 
em várias etapas: solubilização e processamento das toxinas, união 
ao receptor, inserção na membrana, agregação, formação do poro e 
citólise (Knowles & Dow, 1993; Bravo et al., 2005). 

Os sintomas observados a partir do momento em que as larvas 
dos insetos suscetíveis ingerem cristais e esporos de B. thuringiensis 
são: perda do apetite e o abandono do alimento, paralisia do intes-
tino, vômito, diarreia, paralisia total e, finalmente, a morte (Aron-
son et al., 1986). As larvas infectadas por B. thuringiensis perdem 
sua agilidade, e o tegumento adquire tonalidade marrom-escura. 
Após a morte, a larva apresenta cor negra, característica das in-
fecções provocadas por este microrganismo (Habib & Andrade, 
1998; Monnerat & Bravo, 2000). Dos muitos grupos de toxinas de 
Cry atualmente descritos (Http://www.btnomenclature.info/), as 
Cry3d (toxinas Cry de três domínios) representam a maior família 
e tem sido as mais estudadas, tanto quanto à toxicidade como ao 
modo de ação (Gomez et al., 2014; Bravo et al., 2015). Para as Cry3d 
são descritos dois tamanhos de protoxinas diferentes: as protoxinas 
curtas que têm um tamanho de aproximadamente 70 kDa; e as pro-
toxinas longas com 130 kDa (Schnepf et al., 1998); ambas formam 
inclusões cristalinas que podem originar cristais com diferentes 
formas: bipiramidal, romboide ou oval. 

Durante o processo de ativação destas toxinas, por proteases 
secretadas no lúmen do intestino dos insetos, um fragmento da re-
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gião N-terminal é clivado tanto em protoxinas curtas quanto em 
longas, uma parte importante da região C-terminal (cerca de seis-
centos aminoácidos) é também digerida pelas atividades proteási-
ca. A ativação resulta em um núcleo final, resistente à ação proteo-
lítica, de 60 kDa e com uma estrutura composta de três domínios 
(como mostrado na figura 5). 

Foi proposto que a região terminal C das protoxinas longas po-
deria estar envolvida na formação de cristais e que poderia não ser 
essencial para a ação tóxica, uma vez que é clivada durante a ativa-
ção da toxina. No entanto, é notável que a região é extremamente 
conservada entre todas as protoxinas Cry (De Maagd et al., 2003; 
Crickmore et al., 2017).

Evdokimov e colaboradores (2014) mostraram, pela primeira 
vez, a estrutura tridimensional da protoxina de Cry1Ac. A região 
C-terminal da protoxina é composta por mais quatro domínios 
além dos três que podem ser vistos nas toxinas ativas. Os novos do-
mínios foram numerados de IV a VII. Os IV e V são compostos por 
α-hélices e assemelham-se a domínios estruturais/de interação; os 
domínios V e VII são formados de cadeias β (figura 3). Não sendo, 
significativamente, diferente da estrutura das toxinas Cry ativadas.

A ação das proteínas Cry3d (toxinas Cry de três domínios) é 
complexa e envolve múltiplos mecanismos (Gomez et al., 2014). 
Duas hipóteses têm sido propostas para explicar como as toxinas 
Cry1A agem no intestino dos insetos; uma seria pela formação de 
poros (figura 4) e a outra por via de sinalização (figura 5) (Bravo et 
al., 2004; Zhang et al., 2006). Essas teorias compartilham etapas 
iniciais, em que protoxinas Cry1A são ingeridas, solubilizadas no 
intestino e clivadas pela ação de proteases do intestino médio, tais 
como tripsina, para produzir toxinas monoméricas ativadas que se 
ligam à caderina com afinidade (Vadlamudi et al., 1995). O mode-
lo de sinalização sugere que as toxinas monoméricas ativadas por 
proteasese liguem-se à caderina, iniciando uma cascata de sinali-
zação que leva à morte celular (Zhang et al., 2006). Em contraste, 
com base nos resultados de experiências in vitro e bioensaios, o 
modelo de formação de poros propõe que os monômeros ativados 
por protease liguem-se à caderina para facilitar a clivagem proteo-
lítica da região N-terminal da toxina, incluindo a alfa-hélice-1 do 
domínio I (Gómez et al., 2002; Jiménez-Juárez et al., 2007). Essa 
clivagem induz a formação de oligômero da toxina, aumentando a 
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afinidade de ligação desta a receptores secundários (Soberón et al., 
2016; Bravo et al., 2017).

Em 2014, Gómez e colaboradores demonstraram que a toxina 
Cry1Ab, tanto em sua forma de protoxina quanto na de toxina ati-
vada, foi capaz de ligar-se à caderina com afinidades semelhantes e 
que dois diferentes pré-poros foram observados interagindo com a 
caderina na presença de proteases intestinais do inseto. Estes pré-
-poros diferiram em seu tamanho, sensibilidade à temperatura, na 
capacidade de inserir em membranas sintéticas e nas característi-
cas de poro, sugerindo que o mecanismo de ação de Cry3d é com-
plexo e mostrando que a região da protoxina (que neste caso não 
foi clivada) de toxinas formadoras de poro (TFP) pode ter um papel 
funcional, que foi selecionado durante a evolução. A presença deste 
fragmento na proteína permite um mecanismo de ação alternativo 
que, em 2015, foi denominado de “modelo dual” por Tabashnik e 
seus colaboradores (figura 6).

Em 2015, Tabashnik e colaboradores demonstraram que a ativi-
dade de protoxinas, inicialmente proposta por Gómez et al. (2014), 
foi muito importante para o controle de insetos resistentes a toxinas 
Cry. Eles testaram tanto a toxina quanto a protoxina de Cry1A para 
Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea e Diatraea saccharalis, e 
os resultados mostram que as protoxinas foram mais potentes que 
as toxinas ativas, contradizendo o modelo clássico e suportando o 
modelo dual.

Em geral, quatro receptores proteicos têm sido descritos como 
possíveis moléculas para ligação das proteínas Cry aos intestinos 
dos insetos suscetíveis: uma proteína do tipo caderina (CADR), 
uma aminopeptidase-N ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), 
uma fosfatase alcalina ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI) e 
um glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et al., 2007; Gómez et al., 
2007). Outros experimentos têm mostrado que glicolipídeos tam-
bém podem estar envolvidos como moléculas receptoras em alguns 
insetos e nematoides (Gómez et al., 2007).

As proteínas caderinas representam uma grande família de gli-
coproteínas responsáveis pelo contato intercelular. São proteínas 
transmembranas com um domínio citoplasmático e um ectodo-
mínio extracelular com várias repetições de caderinas, no caso do 
receptor Bt-R1, as repetições de caderinas são em número de doze 
(Vadlamudi et al., 1995). Chen et al. (2005) demonstraram que a 
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Figura 6. Demonstração da atividade de uma protoxina em seu modelo clássico (setas pre-
tas) e no modelo “dual” (seta vermelha). No modelo clássico, a protoxina Cry1Ac (domínios 
I-VII) é convertida em toxina ativa (domínios I-III) antes de ligar-se aos receptores do intes-
tino médio do inseto para exercer sua toxicidade. No modelo “dual”, a ativação da protoxina 
não ocorre. Assim, os domínios de IV-VII também contribuem para a toxicidade por uma via 
secundária (seta vermelha), que pode ser especialmente importante para controle de insetos 
resistentes. Em ambos os modelos, a ligação aos receptores do intestino médio dá início a 
eventos em cadeia que, eventualmente, levam à morte do inseto (adaptado de Tabashnik et 
al., 2015).
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CADR de Manduca sexta está localizada nas microvilosidades das 
células do intestino médio da lagarta.

As aminopeptidases N (APN) são exopeptidases ancoradas a 
GPI. As APNs de vários grupos de insetos lepidópteros foram clas-
sificadas dentro de quatro grupos: APN1, APN2, APN3 e APN4. 
Vários estudos têm demonstrado que APN1 está relacionada com 
a ligação da proteína Cry1Ac (Oltean et al., 1999; Herrero et al., 
2005; Rajagopal et al., 2002 citados por Gómez et al., 2007).

As APNs e as ALPs são proteínas ancoradas a GPI e estão in-
cluídas dentro de plataformas de lipídeos (“lipid rafts”), ordenadas 
em espaços diferenciados dentro de microdomínios das membra-
nas celulares. Essas plataformas de lipídeos são enriquecidas com 
glicoesfingolipídeos, colesterol e com proteínas ancoradas a GPI 
e, possivelmente, estão envolvidas em vias de transdução de sinal. 
Segundo Gómez et al. (2007), a interação de toxinas que formam 
poros com as proteínas Cry e plataformas de lipídeos pode resultar 
em eventos celulares adicionais, incluindo internalização da toxina, 
transdução de sinal e resposta celular.

Até o momento, já foram identificados vários receptores para 
diferentes insetos (tabela 3).

6. Aplicação e usos da bactéria B. thuringiensis  
em bioinseticidas

Os bioinseticidas à base de B. thuringiensis são de fácil utiliza-
ção, pois são aplicados de forma similar aos produtos químicos. 
Não são tóxicos ao ser humano e tampouco atacam a fauna não 
alvo. A primeira formulação à base de B. thuringiensis, a esporeí-
na, foi produzida na França, em 1938. Na década de 1950, iniciou-
-se a produção em larga escala, com o lançamento do bioinseticida 
comercial “Thuricide”, seguido por produtos similares de empre-
sas localizadas na Rússia, na Tchecoslováquia, na Alemanha e nos 
Estados Unidos (De Maagd et al., 1999). No princípio de 1998, 
existiam nos Estados Unidos mais de duzentos produtos à base 
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de B. thuringiensis registrados (Schnepf et al., 1998). 
Inicialmente, tais produtos eram utilizados somente para o con-

trole de larvas de lepidópteros. Mais tarde, principalmente a partir 
dos anos 1970, outras subespécies da bactéria (israelensis, tene-
brionis) mostraram-se eficientes contra insetos das ordens Dipte-
ra, Coleoptera (Weiser, 1986; Edwards et al., 1988). Quarenta anos 
mais tarde, foi verificado que estirpes anteriormente conhecidas 
apenas como tóxicas a dípteros poderiam controlar efetivamente 
coleópteros (Monnerat et al., 2012), demonstrando a riqueza da es-
pécie B. thuringiensis e o quanto ainda há para investigar e inovar 
nesse ramo.

B. thuringiensis é o principal princípio ativo biológico produ-
zido e utilizado, ocupando 2% do total de inseticidas vendidos no 
mundo (Estruch et al., 1996; Baum et al., 1999) e conferindo níveis 
adequados e consistentes de controle no campo (Praça et al., 2010). 
As formulações da maior parte dos produtos biológicos agrícolas 
existentes no mercado, é baseada nas estirpes subespécie kurstaki 
HD-1 (Harrison & Bonning, 2000) e subsp. aizawai (Bravo et al., 
2011).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuá-
ria e Abastecimento (Mapa) – Agrofit (2017), existem dez produtos 
à base de B. thuringiensis no mercado para o controle de pragas 
agrícolas: Able, Able OF, Agree, Bac-Control WP, Bactur WP, Di-
pel, Dipel WP, Dipel WG, Thuricide e Xentari. Esses produtos co-
merciais têm como princípios ativos as linhagens B. thuringiensis 
subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp. aizawai, que são utiliza-
dos no controle de lagartas como Helicoverpa armigera (lagarta-
-do-algodão), Anticarsia gemmatalis (lagarta-da-soja) e Spodop-
tera frugiperda (lagarta-do-cartucho) (Lepidoptera: Noctuidae), 
Tuta absoluta (traça-do-tomateiro) (Lepidoptera: Gelechiidae),  P. 
xylostella (traça-das-crucíferas) (Lepidoptera: Plutellidae), entre 
outras espécies pertencentes à ordem Lepidoptera. 

Produtos comerciais para controle de larvas de mosquitos ve-
tores de doenças também estão disponíveis. Esses produtos são 
registrados na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) e 
são formulados à base da subespécie israelensis em diferentes tipos 
de formulações: pó, granulado, tablete, suspensão concentrada. 
Esses produtos são altamente eficazes para controle de mosquitos 
como Culex quinquefasciatus, vetor de filarioses, Anopheles spp., 
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vetor da malária, Aedes aegypti, vetor dos vírus causadores de den-
gue, zika, chicungunha e febre amarela, dentre outros, e de Simu-
lium spp. (borrachudos), vetores da oncocercose (Monnerat et al., 
2005). Essa bactéria tem seu uso recomendado para utilização em 
campanhas de saúde pública pela Organização Mundial de Saúde 
(WHO, 1999) e é empregada com sucesso em diversas regiões do 
mundo (Sanchis & Bourget, 2008). 

No Brasil, ainda que hajam resultados de controle de vetores 
muito positivos, produtos dessa natureza são pouco utilizados 
(Monnerat et al., 2012).

Em 2013, por conta da detecção da lagarta H. armigera no Bra-
sil e pela presença de populações de S. frugiperda resistentes a to-
xinas de B. thuringiensis, uma parceria entre a Embrapa e o Insti-
tuto Mato-grossense do Algodão (IMAmt) foi implementada para 
prospecção de uma nova estirpe visando o controle de H. armigera 
e S. frugiperda. Desenvolveu-se o produto INOVA-BTK, que esta-
rá em breve no mercado. Ainda em parceria com o IMAmt, foram 
sintetizados e estarão disponíveis em 2019 os produtos INOVA-B-
ti, desenvolvido à base de Bacillus thuringiensis israelensis para 
controle de A. aegypti, e o INOVA-Lbs, desenvolvido à base de L. 
sphaericus para controle de larvas de C. quinquefasciatus.
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CAPÍTULO 2

Principais pragas  
do algodoeiro no sistema  

de cultivo do cerrado
Jacob Crosariol Netto

IMAmt - Primavera do Leste/MT

Guilherme Gomes Rolim
IMAmt - Campo Verde/MT

A produção brasileira de grãos para a safra 2017/2018 está esti-
mada em 227,9 milhões de toneladas, com estimativa de área cul-
tivada de 61,5 milhões de hectares. A região Centro-Oeste figura 
nacionalmente como a maior região produtora de culturas como 
milho, soja e algodão (Conab, 2018). O destaque em produção ob-
servado na região Centro-Oeste só é possível por conta das condi-
ções edafoclimáticas do bioma cerrado, como temperatura elevada, 
predominância de relevo plano ou suavemente ondulado e precipi-
tação média anual entre 1.200 e 1.800 mm (MMA, 2018). Condi-
ções estas que permitem a intensificação da agricultura, propician-
do o cultivo de duas safras ao longo do ano; tal característica torna 
o cerrado uma região estratégica para o fornecimento de alimento 
para o planeta. Entretanto, essa intensificação promove o aumento 
nos surtos de alguns grupos de praga (Zhao et al., 2015).

1. Principais pragas do algodoeiro nos cerrados brasileiros

A produção do algodoeiro pode ser afetada por diversos fato-
res estressantes abióticos e bióticos durante os vários estádios de 
desenvolvimento das plantas. Nesse sentido, algumas espécies de 
insetos podem causar grandes prejuízos econômicos, reduzindo a 
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produtividade ou diminuindo a qualidade da fibra do algodão. 
Dentre as pragas classificadas como iniciais, nas últimas sa-

fras, as que mais se destacam pela ocorrência intensiva são: Elas-
mopalpus lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae), 
percevejo-castanho Scaptocoris spp., mosca-branca Bemisia ta-
baci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), pulgão-do-al-
godoeiro Aphis gossypii (Glover, 1877) (Hemiptera: Aphididae), 
tripes Frankliniella schultzei (Trybom, 1920) e Caliothrips spp. 
(Thysanoptera: Thipidae). 

Geralmente, esse grupo de pragas ganha importância por ocor-
rer justamente no início do ciclo do algodoeiro, ou seja, nos primei-
ros 45 dias de desenvolvimento das plantas. Durante o processo 
de alimentação, as pragas iniciais podem afetar significativamente 
o desenvolvimento das plantas, travando-lhes crescimento ou até 
mesmo ocasionando-lhes a morte. O que impacta na redução do 
número de plantas/metro (redução do estande).

Nesse período, além de as plântulas serem mais sensíveis, con-
dições como distribuição irregular de chuvas (veranicos), aduba-
ções nitrogenadas e solos mais arenosos tornam o ambiente mais 
favorável a ocorrência desse grupo de pragas, promovendo ocor-
rência mais intensa e ataques mais severos.

As chamadas pragas intermediárias são as que ocorrem no meio 
do ciclo do algodoeiro; geralmente, o potencial de dano destas 
pragas é variável, ou seja, algumas lagartas e ácaros, por exemplo, 
preferem alimentar-se de folhas, no entanto, insetos como o bicu-
do-do-algodoeiro e lagartas da subfamília Heliothinae preferem 
alimentar-se de estruturas reprodutivas, como botões florais, flores 
e maçãs presentes nas plantas do algodoeiro. Assim, esse grupo de 
pragas apresenta maior potencial de danos.

No cerrado brasileiro, destacam-se como pragas intermediá-
rias lagartas pertencentes ao gênero Spodoptera, principalmente 
as espécies S. frugiperda, S. eridania, pertencentes à subfamília 
Heliothinae, conhecida como lagartas-das-maçãs, H. armigera e 
C. virescens, a lagarta-falsa-medideira C. includens, algumas es-
pécies de ácaro, com destaque para o ácaro-rajado Tetranychus 
urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), o complexo de perce-
vejos migrantes da soja, com destaque para o percevejo-marrom 
Euschistus heros (Fabricius: 1798) (Hemiptera: Pentatomidae) e 
principalmente o bicudo-do-algodoeiro, sendo este considerado a 
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principal praga da cotonicultura no país.
As pragas classificadas como tardias são as que ocorrem no fi-

nal do ciclo do algodoeiro, ou seja, período próximo da colheita. 
A preocupação com esse grupo de pragas é que sua ocorrência 
nesse momento pode comprometer a qualidade da fibra, pois, 
geralmente, durante o processo de alimentação ocorre a elimi-
nação de substâncias que podem sujar ou deixar a pluma com 
aspecto pegajoso. 

Dentre essas pragas destacam-se a mosca-branca, o pulgão-
-do-algodoeiro e o percevejo do gênero Dysdercus (Hemiptera: 
Pyrrhocoridae), conhecido vulgarmente como percevejo-manchador.

2. Os sistemas de cultura do cerrado

Um dos fatores que possibilitam a taxa de produção de grãos 
elevada nessa região durante o ano é a formação dos chamados 
sistemas de cultivo (cultivos em sucessão no tempo ou ocor-
rendo de forma simultânea no espaço) (tabela 1). No entanto, 
a adoção desses sistemas favorece o aparecimento de proble-
mas fitossanitários relacionados à ocorrência de insetos-praga 
e doenças, fato que se agrava quando, por conta de a maioria 
destas espécies de insetos apresentar aspectos bioecológicos e 
comportamentais caracterizados pela polifagia e elevado poten-
cial biótico (Crosariol Netto et al., 2015), podendo causar danos 
significativos às lavouras, bem como a cultivos vizinhos e subse-
quentes (Busoli et al., 2014).

Além dessas características, as particularidades associadas ao 
agroecossistema soja-milho-algodoeiro comumente encontrado 
no cerrado, outros fatores podem contribuir para a ocorrência 
de insetos-praga, como a elevada capacidade de dispersão entre 
as áreas cultivadas simultaneamente em idades fenológicas dife-
rentes ou ainda ter seu desenvolvimento e reprodução favoreci-
dos pela cultura hospedeira (Crosariol Netto et al., 2015).

Portanto, a sucessão de culturas e o plantio escalonado de 
diversas culturas têm enfrentado desafios por conta da oferta 
continuada de alimento a determinados insetos-praga. Essa si-
tuação favorece, por exemplo, o processo migratório das mari-
posas entre lavouras formadas por espécies vegetais semelhan-
tes, naquelas implantadas em épocas diferentes e também entre 
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diferentes espécies botânicas, prolongando a sobrevivência de 
insetos-praga, principalmente os polífagos (Santos, 2001; San-
tos et al., 2003; Barros & Torres, 2009; Boregas et al., 2013).

Dentre os insetos beneficiados por esse sistema destacam-
-se os lepidópteros, principalmente as espécies pertencentes 
ao complexo Spodoptera, como S. frugiperda (Smith, 1797), 
S. cosmioides (Walker, 1858), S. eridania (Cramer, 1782) e 
S. albula (Walker, 1857). Além de lagartas pertencentes à 
subfamília Heliothinae, como Chloridea virenscens (Fabri-
cius, 1781), Helicoverpa zea (Boddie, 1850) e Helicoverpa 
armigera (Hubner, 1805), e Plusinae Chrysodeixis includens 
(Walker, 1857). Essas espécies vêm se destacando ao longo das 
últimas safras agrícolas em decorrência do número elevado de 
indivíduos e a severidade dos ataques, mesmo em plantas trans-
gênicas que expressam proteínas inseticidas (Busoli et al., 2017). 

Tabela 1. Distribuição de chuvas e principais sistemas de cultivos adotados no Estado de 
Mato Grosso.
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3. Pragas do sistema

3.1 Spodoptera

As lagartas pertencentes ao gênero Spodoptera compreen-
dem as consideradas de grande expansão, pois se apresentam 
tanto nas folhas como nas estruturas reprodutivas das plantas 
cultivadas. Como principal característica, as lagartas desse gê-
nero possuem um Y invertido na parte frontal da cabeça, facili-
tando a identificação (Gallo et al., 2002; Waquil, 2003).

Dentre as lagartas pertencentes ao gênero Spodoptera, a que 
mais se adapta às condições do cerrado é S. frugiperda (figura 1). 
Segundo Barros et al. (2010), a espécie apresenta bom desen-
volvimento e reprodução quando criada em algodoeiro, milho, 
soja e milheto, culturas que compõem os sistemas sucessivos de 
produção dos cerrados brasileiros, o que favorece a lagarta pelas 
sucessões simultâneas.

Figura 1. Spodoptera frugiperda.
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Além dessas culturas, Silva et al. (1968) mencionam que 
S. frugiperda pode ter outros hospedeiros, como alface, al-
meirão, amendoim, batata-doce, berinjela, café, cítrus, couve, 
feijão, maracujá, dentre outras. Trata-se de uma espécie nativa 
das Américas, cuja distribuição vai do Uruguai e do norte da Ar-
gentina até a Flórida e o Texas, no sul dos Estados Unidos, in-
cluindo a América Central e o Caribe (Sparks, 1979; Ashley et al., 
1989; Nagoshi & Meagher, 2008). Mais recentemente, a espécie 
foi relatada atacando cultivos no continente África (Goergen et 
al., 2016). Assim, S. frugiperda é considerada uma das pragas 
mais importante no Brasil, onde se estima que os custos para 
seu controle excedam US$ 600 milhões/ano (Ferreira Filho et 
al., 2010).

Os adultos de S. frugiperda têm entre 35-40 mm de enverga-
dura de asas, com coloração pardo-escura nas anteriores e bran-
co-acinzentada nas posteriores. Os machos apresentam man-
chas mais claras nas asas anteriores, diferenciando-os da fêmea; 
as posturas caracterizam-se sempre por massas de ovos, locali-
zadas preferencialmente na face adaxial das folhas, em grupos 
que podem conter de cinquenta a trezentos ovos (Alves et al., 
1992; Cruz et al., 1995; Gallo et al., 2002). 

As lagartas recém-eclodidas são esbranquiçadas, possuem 
cápsula cefálica escura e mais larga que o corpo e apresentam 
mais cerdas que as lagartas em estádio larval mais avançado. No 
primeiro ínstar, medem 1,9 mm de comprimento, com cápsula 
cefálica medindo 0,3 mm de largura; já no último ínstar, têm 
o corpo cilíndrico, de coloração marrom-acinzentada no dorso, 
esverdeada na parte ventral e subventral, que também apresenta 
manchas de coloração marrom-avermelhada (Gallo et al., 2002).

A duração da fase larval é de doze a trinta dias, a depender de 
fatores como temperatura e umidade. Ao final do período larval, 
as lagartas penetram na superfície do solo, onde se transformam 
em pupas. Inicialmente, a pupa é de coloração verde-clara, com 
tegumento transparente. Nessa fase, o corpo é frágil e sensível a 
injúrias; depois de alguns minutos, a pupa torna-se alaranjada, 
passando à coloração marrom-avermelhada e, próximo à emer-
gência, a pupa torna-se escura, quase preta. Seu comprimento 
atinge 13-16 mm por 4,5 mm de diâmetro (Cruz, 1995).
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Por não apresentar diapausa, S. frugiperda é uma praga de 
ocorrência sazonal nas áreas de clima temperado e, sob tem-
peraturas mais altas, pode produzir até treze gerações por ano 
(Afonso et al., 2009). Em gramíneas, como, por exemplo, o mi-
lho, S. frugiperda apresenta hábito desfolhador, ficando aloja-
da e alimentando-se preferencialmente das folhas mais novas 
presentes no cartucho da planta. Já na cultura do algodoeiro, o 
que se tem observado nas últimas safras é que as lagartas são en-
contradas com maior frequência alojadas e alimentando-se em 
estruturas reprodutivas das plantas como, por exemplo, botões 
e maçãs. 

S. frugiperda tem se destacado nos últimos anos como uma 
das principais pragas dos sistemas de cultivos adotados no cer-
rado, não só pelos altos índices de ocorrência, mas também pela 
capacidade de sobreviver em cultivos com expressão de pro-
teínas inseticidas. Crosariol Netto et al. (2016) verificaram em 
condições de laboratório taxa de sobrevivência superior a 80% de 
lagartas de S. frugiperda alimentadas com cultivares WideStrike® 
de algodoeiro; além disso, nesse mesmo trabalho, foram cons-
tatadas taxas de sobrevivência 12% para cultivares Bollgard II® 
e 7% para cultivares TwinLink®. Esses dados refletem a atual 
condição observada a campo, em que, nas últimas safras, tem 
sido realizadas aplicações específicas com inseticida visando o 
controle de S. frugiperda em cultivares Bt de algodoeiro. 

Portanto, o controle de S. frugiperda não tem se mostrado 
uma tarefa fácil e bem definida, pois o inseto apresenta resistên-
cia à maioria dos grupos químicos de inseticidas; atrelado a isso, o 
sistema de cultivo de soja-milho-algodão Bt expõe as populações 
de S. frugiperda a repetidas pressões de seleção a proteínas Bt 
com mesmo sítio de ação e conformação estrutural, propiciando 
um cenário favorável para evolução da resistência, caso as estra-
tégias de Manejo da Resistência de Insetos não sejam efetivamen-
te implementadas (Bernardi, 2012; Omoto et al., 2016).

Outra espécie pertencente a esse gênero desponta como im-
portante praga presente nos atuais sistemas de cultivo: S. erida-
nia (figura 2), que demonstra o comportamento migratório ao 
passar das plantas de soja em final de ciclo para plantas inva-
soras conhecidas como corda-de-viola. Essas plantas invasoras 
ocorrem na maioria das áreas cultivadas com algodoeiro e soja 
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e permanecem vegetando por um período maior que as plantas 
cultivadas. Por essa razão, acredita-se que a disponibilidade se-
quencial de hospedeiros alternativos possa viabilizar o desenvol-
vimento e a permanência de S. eridania em áreas de cultivo de 
algodão e soja (Bernardi, 2012).

Figura 2. Spodoptera eridania.

3.2 Heliothinae

Além de lagartas do gênero Spodoptera, espécies pertencen-
tes à subfamília Heliothinae também têm se destacado nos sis-
temas de cultivo adotados no cerrado nos últimos anos. Dentre 
elas destaca-se Helicoverpa armigera (figura 3), com ocorrên-
cia confirmada no Brasil desde a safra 2012/2013 (Czepack et 
al., 2013a; Spech et al., 2013) o que aumentou as preocupações 
drasticamente. Segundo Bueno e Sosa-Gómez (2014), nessa pri-
meira safra a espécie causou perdas de US$ 800 milhões. 
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H. armigera está amplamente distribuída pelo mundo, com 
registro em mais de 120 plantas hospedeiras (Fitt, 1989). Atual-
mente, a espécie encontra-se distribuída por todo o continente 
americano, sendo sua presença confirmada em países como Ar-
gentina (Murua et al., 2014) e, desde junho 2015, nos Estados 
Unidos (Hayden; Brambila, 2015).

Dentre os fatores que tornam H. armigera um dos principais 
lepidópteros-praga presentes no cerrado brasileiro, destaca-se o 
alto potencial reprodutivo; cada fêmea, durante o período de ovi-
posição, que é de 5,3 dias, pode colocar de 2,2 mil até 3 mil ovos 
sobre as plantas hospedeiras (Naseri et al., 2011; Reed, 1965). 

Além disso, a espécie apresenta alta capacidade de sobrevi-
vência em condições climáticas adversas. Segundo Fitt (1989), 
H. armigera apresenta alta capacidade de sobrevivência em 
ambientes com excesso de calor, frio ou seca, sendo possível ter 
várias gerações ao longo do ano, uma vez que o ciclo de ovo a 
adulto pode ser completado dentro de quatro a cinco semanas.

As mariposas fêmeas apresentam as asas posteriores ama-
reladas, enquanto que nos machos elas são cinza-esverdeadas, 

Figura 3. Helicoverpa armigera



82

com uma metade ligeiramente mais escura no terço distal e uma 
pequena mancha escurecida no centro da asa. As asas posterio-
res são mais claras, apresentando uma borda marrom em sua 
extremidade apical. As fêmeas apresentam longevidade média 
de 11,7 dias e os machos, de 9,2 dias (Ali & Choudhury, 2009). 
Os adultos de H. armigera são fortemente atraídos por flores 
que produzem néctar, sendo esse recurso importante na seleção 
do hospedeiro, o qual também influencia sua capacidade de ovi-
posição (Cunningham et al., 1999).

Os ovos de H. armigera são de coloração branco-amarelada, 
com aspecto brilhante, tornando-se marrom-escuros próximo 
ao momento de eclosão da larva. A porção apical do ovo é lisa, 
porém, o restante de sua superfície apresenta nervuras longi-
tudinais. O período de incubação dos ovos é, em média, de 3,3 
dias, com seu comprimento variando de 0,42 mm a 0,60 mm e 
largura de 0,40mm a 0,55 mm (Ali & Choudhury, 2009).

Durante seu desenvolvimento larval, H. armigera passa por 
seis distintos ínstares. Os primeiros ínstares larvais apresentam 
coloração variando de branco-amarelada a marrom-avermelha-
da e cápsula cefálica entre marrom-escuro a preto; alimentam-
-se inicialmente das partes mais tenras das plantas, onde podem 
produzir um tipo de teia ou até mesmo formar um pequeno ca-
sulo. À medida que as larvas crescem, apresentam colorações 
diferentes, variando do amarelo-palha ao verde, além de listras 
de coloração marrom, lateralmente no tórax, no abdômen e na 
cabeça, podendo o tipo de alimentação utilizado pela lagarta in-
fluenciar em sua coloração (Ali & Choudhury, 2009). 

A partir do quarto ínstar, as lagartas apresentam tubérculos 
abdominais escuros e bem visíveis na região dorsal do primeiro 
segmento abdominal, dispostos em semicírculos, aparentando 
formato de sela, sendo essa característica determinante para a 
identificação de lagartas da espécie (Matthews, 1999). Outra ca-
racterística detectável nas lagartas diz respeito à textura de seu 
tegumento, que se apresenta com aspecto levemente coriáceo, 
diferindo das demais espécies de Heliothinae que ocorrem no 
Brasil (Czepak et al., 2013b). 

A pupa da espécie apresenta coloração marrom-mogno e su-
perfície arredondada nas partes terminais. O estágio dura entre 
dez e catorze dias (Ali & Choudhury, 2009). O desenvolvimento 
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pupal ocorre no solo e, dependendo das condições climáticas, 
pode entrar em diapausa (Karim, 2000).

Desde a constatação da espécie no Brasil, sua presença tem 
sido percebida nos sistemas de cultivos adotados no cerrado, 
sendo grande parte das populações observadas em cultivos de 
cobertura, como, por exemplo, milheto, e em meio a cultivos de 
algodão, milho e soja sem expressão de proteínas inseticidas.

No entanto, na última safra foram constatadas ocorrências de 
lagartas de H. armigera em talhões de algodão com expressão 
das proteínas Cry1Ac + Cry1F, dando indícios de uma possível 
seleção de população resistente às cultivares que expressam de 
forma conjunta essas proteínas. 

Em estudos realizados pelo IMAmt, Barros et al. (2016), ao 
verificarem a eficiência dos traits transgênicos de algodão sobre 
H. armigera, constataram que as tecnologias WideStrike®, Boll-
gard II® e TwinLink® apresentavam alta taxa de controle sobre 
lagartas neonatas até aquela safra. Já na safra atual (2017/2018), 
foram observados cerca de 40% de lagartas sobreviventes até o 
quarto instar em cultivares de algodoeiro WideStrike® (dados 
não publicados). Portanto, ao que tudo indica, essa possível se-
leção é recente.

Nesta safra, escapes também foram observados em soja IPRO 
(Cry1Ac) (Instituto Phytus, 2018). Por conta da pressão de sele-
ção exercida pelo sistema de cultivo adotado, tudo indica que os 
problemas ocasionados por H. armigera serão ainda mais fre-
quentes no cerrado.

3.3 Chrysodeixis

Outra espécie favorecida pelos sistemas de cultivo adotados 
no cerrado brasileiro é C. includens, a popularmente conheci-
da como lagarta-falsa-medideira (figura 4). Trata-se de espécie 
polífaga, com ampla distribuição geográfica, ocorrendo do nor-
te dos EUA ao sul da América do Sul (Herzog, 1980; Alford & 
Hammond Jr., 1982). Além da cultura da soja e do algodoeiro, 
constatou-se sua presença em diversas culturas, como alface, 
feijão, fumo, girassol, tomate, entre outras (Herzog, 1980). No 
Brasil, C. includens deixou de apresentar ocorrência secundária 
e assumiu o status de praga principal nas lavouras de soja de di-
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ferentes regiões do Brasil (Bueno et al., 2011) como também em 
lavouras de algodoeiro (Specht et al., 2015).

Figura 4. Chrysodeixis includens

Essa mudança para o patamar de praga-chave aparentemente 
está relacionada ao hábito que a lagarta tem de abrigar-se nas 
regiões medianas e inferiores do dossel das plantas, dificultando 
o controle com os inseticidas químicos ou biológicos, e ao uso in-
discriminado de inseticidas e fungicidas, causando desequilíbrio 
biológico nas lavouras, principalmente por contribuir com a alta 
mortalidade de agendes de controle biológico (Degrande & Vivan, 
2009; Sosa-Gómez et al., 2010; Baldin et al., 2014; Specht et al., 
2015).

As lagartas, ao eclodirem, são de coloração verde-clara, com 
listras longitudinais brancas e pontuações pretas e, quando de-
senvolvidas, atingem de 40 mm a 45 mm de comprimento em 
seu último estádio larval (Sosa-Gómez et al., 2010). Apresentam 
dois pares de falsas pernas abdominais, deslocando-se como se 
estivessem medindo palmo, durante todo o estágio larval (Gallo et 
al., 2002; Silvie et al., 2007). As lagartas constroem uma teia de 
fios, em que se transformam em pupa, em geral na face abaxial 
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das folhas (Sosa-Gómez et al., 2010), sendo que essa fase tem 
duração média de sete dias (Canerday & Arant, 1967; Mitchell, 
1967).

Os adultos da espécie são mariposas com 35 mm de enverga-
dura; as asas anteriores são de coloração escura, com duas man-
chas prateadas e brilhantes na parte central, e as asas posterio-
res são de coloração marrom (Gallo et al., 2002; Sosa-Gómez et 
al., 2010). A longevidade varia entre 6,5 e 17,9 dias (Mason & 
Mack, 1984; Vázquez, 1988). Fêmeas de C. includens ovipositam 
em média setecentos ovos, os quais são depositados isoladamen-
te na face inferior das folhas e, nos dois terços superiores do 
dossel das plantas (Jost & Pitre, 2002; Funichello et al., 2011).

Cada safra que passa, C. includens consolida-se como uma 
das principais lagartas desfolhadoras presentes no cerrado, sen-
do que as populações da espécie são observadas principalmente 
em cultivos de algodão e soja sem a expressão de proteínas inse-
ticidas e em cultivares de algodoeiro Bollgard I®. 

Essas cultivares expressam a proteína Cry1Ac de forma iso-
lada e, ao decorrer das safras, apresentam falhas de controle 
para a espécie em questão. Funichello et al. (2013), em estudos 
realizados com populações de C. includens coletadas no Centro-
-Oeste brasileiro, constataram 56% de sobrevivência de lagartas 
alimentadas com folhas de algodão dessa tecnologia; Viana et al. 
(2014) constataram que a taxa de sobrevivência aumentou para 
62% e, mais recentemente, Viana (2018) observou 73% de viabi-
lidade de lagartas nessas cultivares. A diminuição da suscetibili-
dade de uma população de insetos-alvo a uma determinada pro-
teína inseticida Cry pode ser considerada como uma evolução da 
resistência da praga em cultivares Bt (Tabashnik et al., 2009).

Apesar de expressar a mesma proteína inseticida, as cultiva-
res de soja Bt (IPRO) atualmente não apresentam falhas de con-
trole para C. includens. Estudos realizados por Bernardi et al. 
(2012) e Viana (2018) demonstram que cultivares de soja IPRO 
causaram 100% de mortalidade nas lagartas logo no primeiro 
ínstar. A alta taxa de mortalidade é explicada pelo fato de que 
as cultivares de soja expressam maior quantidade de proteína 
inseticida que as cultivares de algodão.

Para as demais cultivares de algodoeiro (WideStrike® e Twin-
Link®) não se tem observado atualmente relatos de ataque de 
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C. includens nas áreas cultivadas no cerrado brasileiro. A alta 
eficiência de controle das cultivares foi verificada por Tindall et 
al. (2009), Viana et al. (2014) e Viana (2018), que demonstram 
essas cultivares serem ótimas ferramentas de controle para a es-
pécie, por conta da expressão de proteínas Cry piramidadas.

3.4 Bicudo-do-algodoeiro

Outra praga importante no agroecossistema do cerrado é o 
bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis (Boheman, 1843) 
(figura 5), que mesmo sendo especifico do algodoeiro e não cau-
sar danos à soja e ao milho, pode ser classificado como praga do 
sistema, pois se mantém nele durante a entressafra do algodoei-
ro, em plantas rebrotadas ou germinadas no meio das lavouras 
de soja e milho (i. e., plantas tigueras). Essa permanência faz 
com que medidas antes não necessárias tenham de ser adotadas, 
com aplicações de inseticida nas lavouras de soja durante o pe-
ríodo vegetativo ou na dessecação, visando controlar bicudos em 
plantas tigueras, onerando ainda mais a produção do sistema.

Figura 5. Bicudo-do-algodoeiro
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A. grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) possui meta-
morfose completa, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e 
adulto. A fêmea deposita seus ovos em um orifício feito na estru-
tura reprodutiva do algodoeiro, seja botão floral ou maçã, com 
preferência pela base do botão floral (Showler, 2004). Logo após 
a deposição do ovo, o orifício é coberto com uma substância ge-
latinosa translúcida, que tem função protetora. 

Os botões florais com oviposição abortam entre quatro e cin-
co dias após o ataque. Após a eclosão, a larva completa o desen-
volvimento dentro da estrutura reprodutiva atacada (Coakley et 
al., 1969), e a pupa completa o desenvolvimento no interior dos 
botões florais caídos no solo (Showler & Cantú, 2005; Showler, 
2008). Entretanto, quando a oviposição é realizada nas maçãs 
com mais de 10 mm de diâmetro, essas permanecem na planta e 
todo o desenvolvimento do bicudo-do-algodoeiro ocorre na es-
trutura reprodutiva retida à planta (Neves, 2013).

Os adultos podem viver mais de cem dias em condições de la-
boratório (Cross, 1973). Em condições de temperatura de 25°C a 
27°C, a eclosão da larva ocorre no terceiro dia após a oviposição; 
esta possui três ínstares, sendo os dois primeiros com duração 
média de dois dias cada e o terceiro ínstar com duração média 
de quatro dias. O período pupal dura de quatro a seis dias, quan-
do, então, emergem os adultos. As fêmeas jovens precisam ali-
mentar-se por três a cinco dias antes de iniciarem a oviposição 
(Lloyd, 1986).

O primeiro relato do bicudo-do-algodoeiro no Brasil foi em 
1983 (Barbosa et al., 1983), e, desde sua entrada no país, a praga 
continua sendo um dos principais entraves para a expansão da 
cotonicultura (Azambuja & Degrande, 2014). O elevado poten-
cial como praga é decorrente de as perdas estarem relacionadas 
ao desenvolvimento do inseto nas estruturas reprodutivas do al-
godão, ocasionando queda acentuada de botões florais e ataque 
de maçãs com abertura irregular dos capulhos (capulhos cari-
mãs). 

A praga foi uma das principais causas do declínio da cultura 
do algodão cultivado sob baixa adoção de tecnologia em todo o 
Nordeste brasileiro (Torres, 2008). Em cultivos empresariais, o 
bicudo é responsável pela maior parte das pulverizações durante 
a fase reprodutiva da cultura nos cerrados (Richetti et al., 2004) 
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e nas demais regiões produtoras no mundo onde se cultiva o al-
godão com a presença dessa praga, como no México e nos Es-
tados Unidos (Haney et al., 2009). Fatos estes que justificaram 
consideráveis investimentos para sua erradicação na maioria 
das áreas produtoras dos Estados Unidos (Suarez et al., 2000; 
Haney et al., 2009), além da grande atenção dada à praga no 
contexto quarentenário nos países produtores de algodão onde 
o bicudo não está presente.

Além das injúrias diretas ocasionadas pela oviposição e pelo 
desenvolvimento da larva no interior das estruturas reprodu-
tivas, esse comportamento torna as fases de ovo, larva e pupa 
protegidas, as quais seriam relativamente mais suscetíveis aos 
métodos de controle. Desse modo, as técnicas de controle são di-
recionadas para a fase adulta (Dias et al., 2004; Showler, 2012). 
Diante disso, são necessárias várias pulverizações sequenciais 
em forma de baterias (i. e., pulverizações seguidas em curtos in-
tervalos de tempo). 

No cerrado, as aplicações podem variar entre 15 e 26 em uma 
safra direcionadas para o bicudo-do-algodoeiro, como contabi-
lizado em algumas regiões no Estado de Mato Grosso na safra 
2014/2015 (Miranda & Rodrigues, 2015); o número de aplica-
ções elevado torna-se responsável pelo aumento nos custos de 
produção. Como ocorrido na safra 2015/2016, quando as perdas 
somadas aos custos de controle resultaram em um valor médio 
de US$ 360/ha (Belot et al., 2016).

Mesmo com todos os esforços para a manutenção de baixas 
populações da praga, o bicudo-do-algodoeiro permanece como 
principal ameaça à sustentabilidade do agroecossistema do cer-
rado, pois, além dos custos com controle e dos prejuízos diretos 
causados pela alimentação e pela oviposição em estruturas re-
produtivas, o controle do inseto vem se tornando mais comple-
xo por conta da proibição de alguns inseticidas eficientes, bem 
como relatos de baixa eficiência de grande parte dos ingredien-
tes ativos registrados, tanto em condições de laboratório como 
em testes de campo (Soria et al., 2013; Barros et al., 2016; Cro-
sariol et al., 2017). 

Dessa forma, há grande necessidade de novas ferramentas 
com o objetivo de suprir as falhas, bem como serem compatíveis 
com outros métodos de controle já adotados e, assim, assegurar 



89

a sustentabilidade do sistema de cultivo no qual, muitas vezes, 
a cotonicultura é a principal cultura. Nesse contexto, pesquisas 
realizadas pelo IMAmt em parceria com a Embrapa têm o obje-
tivo de desenvolver cultivares transgênicos de algodoeiro capa-
zes de expressar proteínas inseticidas, capazes de atingir a fase 
jovem que se desenvolve dentro das estruturas reprodutivas e, 
com isso, suprimir a população da praga sem a necessidade de 
realizar numerosas aplicações de inseticida.

3.5 Percevejos 

O sistema intensificado de cultivo adotado no cerrado mato-
-grossense, além de beneficiar o complexo de mastigadores (por 
exemplo, lepidópteros) que atacam as culturas envolvidas no 
sistema vem contribuindo para a manutenção das populações de 
alguns sugadores como percevejos e moscas-brancas. Isso ocor-
re principalmente nos sistemas com predominância de rotação 
entre soja e algodão, nos quais a importância dos sugadores vem 
aumentando ao longo das últimas safras por conta da migração 
dos insetos da soja para ao algodão após a colheita.

No caso dos percevejos, o controle é realizado com pouco 
critério, pois o nível de controle é desconhecido para a maioria 
dos migrantes em algodão e, por isso, são utilizados inseticidas 
neurotóxicos de espectro amplo de toxicidade elevada. Além dis-
so, o aumento crescente no cultivo de variedades de algodoeiro 
que possuem genes de resistência a lepidópteros (cultivares Bt) 
(Céleres, 2017) vem contribuindo para a redução, em longo pra-
zo, do número de aplicações de inseticidas não seletivos e propi-
ciando o uso de defensivos de impacto reduzido para o controle 
de pragas que não são controladas pelas proteínas Cry expressas 
nas variedades Bt (Soria et al., 2010).

Assim, a gama de percevejos fitófagos migrantes da soja vem 
conquistando cada vez mais importância econômica nas lavou-
ras algodoeiras no cerrado, atingindo em algumas localidades e 
em alguns períodos o status de praga primária, da mesma forma 
como ocorrido em algumas áreas produtoras dos EUA após a 
erradicação do bicudo-do-algodoeiro e com o início do cultivo de 
variedades geneticamente modificadas para resistência a lepi-
dópteros apresentarem problemas com controle de sugadores 
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como percevejos e moscas-branca (Torres, 2005) por conta da 
redução no número de aplicações, bem como da falta de eficiên-
cia dos eventos transgênicos para esse grupo de insetos.

No cerrado, três espécies de percevejos migrantes no sistema 
soja algodão destacam-se: o percevejo-marrom (Euschistus he-
ros) (Hemiptera: Pentatomidae) (Fabricius, 1798), o percevejo-
-verde-pequeno (Piezodorus guildinii) (Hemiptera: Pentatomidae) 
(Westwood, 1837) e o percevejo-asa-preta (Edessa meditabunda) 
(Hemiptera: Pentatomidae) (Fabricius, 1794), pela frequência 
cada vez maior nas lavouras de algodoeiro, importância econô-
mica e população elevada. Dentre esses pentatomídeos, o per-
cevejo-marrom destaca-se como o de maior importância e mais 
abundante praga da soja no Brasil, tanto nas regiões mais quentes, 
do norte do Paraná ao Centro-Oeste (Degrande & Vivan, 2009); 
nas últimas safras vem aumentando a frequência de registros de 
E. heros em lavouras de algodão (Gossypium hirsutum) no cer-
rado (Soria et al., 209). 

Os danos diretos são causados tanto por ninfas como por 
adultos, ao alimentarem-se de botões florais e, principalmente, 
de maçãs na fase de enchimento ou causarem danos indiretos, 
como a depreciação da pluma por conta da inoculação de toxinas 
durante a alimentação (Belot & Vilela, 2017). Após o ataque, os 
botões florais e maçãs pequenas tornam-se amarelados e caem 
da planta; as maçãs maiores apresentam manchas pardo-aver-
melhadas e pontuações brilhantes (Belot & Vilela, 2017). 

Os insetos são facilmente identificáveis, visto que os adultos 
são de coloração marrom-escuro, apresentando no pronoto dois 
prolongamentos laterais em forma de espinhos e, no final do es-
cutelo, possuem uma mancha amarelada em forma de meia lua. 
A longevidade média dos adultos é de 116 dias, porém alguns 
podem sobreviver mais trezentos dias nas condições do cerra-
do (Panizzi, 1997). Isso ocorre graças à capacidade de perma-
necer em diapausa, estado de dormência que ocorre entre maio 
e novembro, quando os insetos permanecem abrigados sob a 
palhada sem alimentar-se ou reproduzir-se, sobrevivendo das 
reservas energéticas que armazenaram no corpo durante a safra 
(Mourão & Panizzi, 2000).

As fêmeas depositam pequenas massas de ovos sobre folhas 
e brácteas do algodoeiro em fileiras duplas de cor amarela, con-
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tendo geralmente entre cinco e dez ovos, que apresentam uma 
mancha rósea próximo à eclosão das ninfas (Belot & Vilela, 
2017). Esse inseto apresenta cinco estádios (ínstares) de ninfa, 
com duração média de três; 4,6; 3,7; 4,6 e 7,2 dias, respectiva-
mente, podendo variar, dependendo das condições climáticas e 
de alimentação (Cividanes, 1992). Logo que eclodem, as ninfas 
medem por volta de 1,3 mm e são de cor alaranjada, com a ca-
beça preta. Nos primeiros ínstares, apresentam hábito gregário, 
permanecendo juntas sobre a massa de ovos até atingirem o se-
gundo ínstar, quando iniciam a alimentação. Porém, é no ter-
ceiro instar que tem início a dispersão, sendo que, a partir desse 
momento, as ninfas tornam-se mais ativas e capazes de causar 
maiores injúrias à cultura (Grazia et al., 1980).

O percevejo-verde P. guildinii, assim como o percevejo-mar-
rom, vem ganhado destaque como praga no cerrado, por conta 
das populações elevadas que causam danos na soja e, posterior-
mente, migram para o algodão, ocasionando danos diretos pela 
alimentação a botões florias e maçãs do algodoeiro ou indire-
tos, por meio da sucção de seiva de folhas e caule. Os adultos de 
medem aproximadamente 9 mm de comprimento e apresentam 
coloração que varia de verde-claro a amarelada. Apresenta uma 
lista transversal marrom-avermelhada na parte dorsal do tórax, 
próxima à cabeça (pronoto) (Panizzi et al., 2012). Os ovos são 
escuros, depositados em fileiras duplas, contendo em média de 
onze a quinze ovos por postura (Panizzi & Silva, 1977).

  As ninfas passam por cinco estágios de desenvolvimento; 
quando recém-eclodidas, medem cerca de 1 mm e, assim como 
outros pentatomídeos, permanecem juntas nos primeiros ínsta-
res. A coloração pode variar durante o desenvolvimento, sendo 
mais escura nos primeiros estágios e tornando-se esverdeada 
com o avanço do desenvolvimento (Fraga & Ochoa, 1972). 

 A espécie ocasionar danos maiores que os demais per-
cevejos, visto que o comportamento de inserção e retirada do 
estilete P. guildinii causa maior lesão às paredes celulares, bem 
como as enzimas salivares desses percevejos parecem causar 
maior dano aos tecidos vegetais (Depieri & Panizzi, 2011). Já os 
danos indiretos são causados pela entrada de fitopatógenos atra-
vés das puncturas realizadas nas estruturas reprodutivas.

Outra espécie que vem ganhando importância é o percevejo-
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-asa-preta, Edessa meditabunda, que eventualmente pode ser 
observado no algodoeiro em população elevada, logo após a co-
lheita da soja. Também pode permanecer no agroecossistema 
do cerrado alimentando-se no milho e em algumas plantas de 
cobertura, como crotalária (Belot & Vilela, 2017). Os adultos da 
espécie apresentam coloração verde-escura, com os hemiéli-
tros marrom-escuros (figura 6). Os ovos são verde-claros, com 
cerca de 1,5 mm de comprimento e são colocados em linhas pa-
ralelas, com cerca de catorze ovos. As ninfas apresentam geral-
mente com verde-amarela, mas pode ser alaranjada, e passam 
por cinco ínstares, sendo que as recém-eclodidas permanecem 
juntas sobre os córions até atingirem o segundo ínstar (Sánchez 
et al., 1999).

Figura 6. Adulto do percevejo-asa-preta Edessa meditabunda.
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Diferentemente do observado nas espécies citadas anterior-
mente, E. meditabunda não se alimenta das estruturas repro-
dutivas do algodoeiro (botões florias e maçãs), adultos e ninfas 
alimentam-se inserindo seu estilete no caule do algodoeiro, 
onde realizam a sucção de seiva, o que indiretamente pode 
comprometer a produtividade e qualidade da produção (Belot 
& Vilela, 2017). 

3.6 Mosca-branca 

A mosca-branca, Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidea) 
(Gennadius, 1889), é um inseto sugador, como percevejos e pul-
gões. Os adultos medem cerca de 2 mm (figura 7), com corpo 
amarelado e asas recobertas por uma pulverulência branca. Ge-
ralmente, são encontrados na parte abaxial das folhas, prontas 
para voar ao menor toque nas plantas. As fêmeas depositam 
em torno de 110 ovos isoladamente, na parte inferior das folhas 
mais jovens que apresentam pilosidade moderada, para que os 
ovos fiquem protegidos contra o vento e dessecação (Simmons, 
1994). Ao eclodir, as ninfas deslocam-se na folha e fixam-se com 
os estiletes bucais, tornando-se imóveis; essas apresentam cor-
po translúcido, com formato oval acatado e cor amarela (Byrne 
& Bellows Jr., 1991). 

Figura 7. Adulto do mosca branca.
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Tanto os adultos como as ninfas causam danos diretos por 
conta da sucção de seiva e ocasionando engruvilhamento das fo-
lhas, bem como murchamento e envelhecimento precoce destas. 
A excreção em excesso e a deposição de substância açucarada 
sobre as folhas das partes mais baixas na planta favorecem o 
desenvolvimento de fungos saprófitos (fumagina), que reduzem 
a absorção de luz pelas folhas e prejudicam o desenvolvimento 
e produção da planta (Nakano, 2011). Além disso, a deposição 
dessa secreção sobre capulhos deprecia a qualidade da pluma.

A espécie é muitas vezes definida como um complexo de es-
pécies, que compreende grande número de populações genetica-
mente variáveis (Brown et al., 1995), denominadas raças (Brown 
& Bird, 1992) ou biótipos (Brown et al., 1995; Costa & Brown, 
1991). No Brasil, a importância crescente dessa praga tem sido 
associada à introdução e à dispersão do biótipo B, o qual se dis-
tingue do biótipo A por apresentar maior fecundidade, ampla 
gama de hospedeiros, resistência a vários inseticidas, capaci-
dade de causar sintomas de fitotoxicidade e transmitir viroses, 
além da dispersão em distâncias relativamente longas (Brown, 
2000; Brown et al., 1995). A grande plasticidade genética desse 
biótipo propiciou a expansão e a manutenção de grandes popu-
lações, que, antes, eram migrantes apenas no sistema soja-algo-
dão, mas que agora também passa a desenvolver-se e multipli-
car-se em milho (Quintela et al., 2016). A nova adaptação torna 
ainda mais difícil o manejo da praga, além de apontar para um 
futuro mais problemático, pois sua adaptação recente em mi-
lho logo a tornara capaz de manter-se e reproduzir-se em outras 
monocotiledôneas, como milheto e braquiária. 

Vale ressaltar que, em um contexto de sistema, os cultivos do 
milho, milheto ou braquiária funcionavam como ferramenta im-
portante na redução das populações de mosca-branca, uma vez 
que os insetos migrantes da soja ou do algodão não se multipli-
cavam nas monocotiledôneas e, conseguintemente, um número 
menor de insetos mantinha-se para colonizar a próxima safra. 

Outro fato preocupante é a entrada de outros biótipos, o que 
pode agravar ainda mais o cenário atual, como é o caso de 
B. tabaci Q, já relatada no Sul do Brasil (Barbosa et al., 2015), 
sendo muito mais agressiva em termos de variedade de hospe-
deiros, adaptabilidade elevada por conta de maior capacidade 
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reprodutiva, maior potencial de infestação e menor tempo de 
desenvolvimento que o biótipo B (Muñiz, 2000). 

Além disso, B. tabaci Q é mais resistente aos neonicotinoides 
utilizados (Nauen et al., 2002) que o biótipo B. Dessa forma, a 
disseminação desse biótipo no cerrado implicaria em elevação 
dos custos de produção por conta da dificuldade de manejo, uma 
vez que aproximadamente 44% dos inseticidas e/ou misturas 
registradas para controle da praga no sistema soja-algodão no 
Brasil são neonicotinoides (Agrofit, 2018). Assim, muitos con-
ceitos e técnicas de manejo devem ser revistas para evitar que 
pragas já disseminadas ou exóticas venham a abalar a sustenta-
bilidade do agroecossistema desenvolvido no cerrado brasileiro. 

4. Considerações finais
A agricultura no cerrado torna-se cada vez mais intensifica-

da e dinâmica, com grandes extensões de terra destinadas ao 
cultivo de soja, milho e algodão. O que vem contribuindo para a 
elevação da produção, bem como favorecendo a entrada e a per-
manência do Brasil entre os maiores produtores e exportadores 
mundiais. 

 No entanto, todo esse dinamismo também vem acompanha-
do de elevada complexidade, principalmente fitossanitária, visto 
que a nova estruturação nos moldes de cultivo das grandes com-
modities acabou por tornar o agroecossistema favorável ao de-
senvolvimento e à multiplicação de diversas espécies de pragas, 
sendo que muitas dessas deixaram de ser tratadas como pragas 
da cultura do milho, da soja ou do algodão e hoje são vistas como 
problemas em um contexto de sistema, colonizando simultanea-
mente todas as culturas envolvidas, como no caso dos lepidóp-
teros, ou se mantendo em plantas hospedeiras em meio a outras 
lavouras, como o bicudo-do-algodoeiro.

Nesse contexto, as plantas geneticamente modificadas resis-
tentes a insetos ou tolerante a herbicidas são uma realidade, pois 
estão cada vez mais presentes dentro desse sistema de cultivo. 
No entanto, há a necessidade de melhor estruturação do siste-
ma, visando o manejo da resistência, uma vez que, atualmente, 
nessa sucessão são utilizadas cultivares de soja, milho e algodão 
praticamente com expressão das mesmas proteínas inseticidas, 
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acelerando o processo de seleção de lepidópteros resistentes.
Dessa forma, devem ser revistos muitos conceitos sobre o 

manejo de pragas antes tidas como específicas ou de baixa ocor-
rência nas demais culturas realizadas no cerrado. Serão neces-
sários ainda muitos estudos para entender a dinâmica popula-
cional, bem como as novas adaptações pelas quais esse grupo de 
pragas vem passando para podermos adequar de maneira mais 
eficiente as novas ferramentas e as técnicas de manejo utilizadas 
no agroecossistema das grandes culturas.
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Fundamentalmente, uma planta geneticamente modificada 
(GM), ou transgênica, pode ser entendida como aquela que teve 
sua sequência de DNA alterada pelo homem através de técnicas 
de engenharia genética para obtenção de uma nova característica, 
como, por exemplo, a produção de proteínas oriundas de bacté-
rias do solo após a introdução de alguns genes bacterianos no ge-
noma vegetal. O desenvolvimento de plantas GM por engenharia 
genética teve início nos anos 1980 (Finer & McMullen, 1990; Fi-
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roozabady et al., 1987; Umbeck et al., 1987; Davidonis & Hamil-
ton, 1983), sendo aplicado intensamente nas décadas subsequen-
tes às culturas de milho, soja, algodão, entre outros, dando início 
aos cultivos transgênicos comerciais em larga escala. 

Atualmente, as plantas GM estão presentes em grande parte 
das lavouras de países recordistas em produção agrícola, como 
Brasil e Estados Unidos. Essa ampla adoção advém majoritaria-
mente de duas características: resistência a determinados her-
bicidas e insetos-praga, principalmente aqueles da ordem dos 
Lepidópteros. Tais características facilitam significativamente 
o cultivo em grandes áreas, onde o controle de pragas e plantas 
daninhas apresenta-se como um desafio constante. Consequente-
mente, 78% do cultivo mundial de soja é realizado com sementes 
transgênicas, seguido de algodoeiro, com 64%, milho, 33%, e ca-
nola, 24% (ISAAA, 2016). 

Apesar da ampla utilização, é importante salientar que a libe-
ração comercial de cada nova tecnologia GM ocorre somente após 
a realização de testes extensos para a comprovação científica de 
sua segurança alimentar (para o consumo humano ou como ração 
animal) e ambiental em todos os países onde será cultivado e/ou 
consumido. Assim, as liberações chegam facilmente a um custo 
na ordem de milhões de dólares e levam cerca de dez anos.

Tratando-se exclusivamente de algodoeiro, umas das primei-
ras liberações comerciais voltada para o controle de pragas ocor-
reu em 1995, com o evento MON531, conhecido comercialmente 
como algodão BollgardTM, desenvolvido pela Monsanto com a 
introdução do gene cry1Ac da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) 
no genoma de algodoeiro herbáceo Gossypium hirsutum. Como 
resultado, a planta passou a produzir a proteína Cry1Ac que é tóxi-
ca somente às pragas da ordem Lepidóptera, matando as lagartas 
de primeiros ínstares de espécies como o curuquerê-do-algodão 
(Alabama argillacea), lagarta-da-maçã (Chloridea virescens) e a 
lagarta-rosada (Pectinophora gossypiella), antes que estas vies-
sem a causar maiores danos. 

Nessa mesma linha, em termos globais, foram desenvolvidos 
até o momento e liberados para comercialização 44 tecnologias de 
algodoeiro GM voltadas para o controle de pragas. Todos efetivos 
apenas contra lepidópteros e distribuídos sobre apenas três proteí-
nas significativamente distintas: derivações de Cry1, Cry2 e VIP3A, 
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conforme a tabela 1. Esse número reduzido de opções deve ser 
levado em consideração dentro do quadro presente de seleção de 
pragas resistentes, tais como Spodoptera frugiperda, que vem se 
desenvolvendo sobre algumas tecnologias de algodoeiro GM.

No Brasil, as liberações comerciais de tecnologias GM para 
plantio e consumo ocorrem mediante o parecer favorável da Co-
missão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio), que liberou 
a comercialização e o cultivo de quinze tecnologias entre 2005 e 
2017, sendo nove delas voltadas para controle de lepidópteros, 
conforme a tabela 2. 
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Em termos de Mato Grosso, conforme levantamento realiza-
do pelo Instituto Mato-grossense do Algodão (IMAnt) na safra 
2016/2017, dentro dos 629.128 ha cultivados no Estado, temos 
a predominância da tecnologia WideStrike™ (WS), com 49% 
da área plantada, seguida das tecnologias Glytol™ x Twinlink™ 
(GLT), com 19%, Roundup Ready™ Flex Bollgard II™ (BG2RF), 
com 15%, e GlytolTM (GL), com 13%. As tecnologias Roundup Rea-
dy™ Bollgard™ (BGRR), LibertyLink TM (LL) e Roundup ReadyTM 
Flex (RF) juntas representam somente 1%, enquanto o algodoeiro 
convencional (não transgênico) representa 3% do total (figura 1). 
A divisão de mercado pode ser relativamente flutuante em rela-
ção à adoção de diferentes tecnologias de algodoeiro GM adota-
das nas diferentes safras. No entanto, a grande predominância de 
cultivares transgênicas sobre as convencionais vem se mantendo 
ao longo dos anos.

Figura 1. Participação de diferentes tecnologias de algodoeiro GM e convencional na safra 
2016/2017 em Mato Grosso.

Contudo, antes de serem utilizadas comercialmente, cada uma 
dessas tecnologias de algodoeiro foi desenvolvida em um lon-
go processo de transformação genética, da qual trataremos com 
maiores detalhes ao longo deste capítulo.
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TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DO ALGODOEIRO

Vários métodos de transformação genética do algodoeiro fo-
ram desenvolvidos ao longo dos últimos trinta anos. Esses mé-
todos estão baseados em técnicas de transformação mediada por 
Agrobacterium ou por meio da inserção direta do gene de inte-
resse no genoma vegetal, como biobalística e microinjeção. De 
maneira geral, tais métodos objetivam inserir um ou mais genes 
de interesse no genoma do algodoeiro para a obtenção de uma 
determinada característica, como a inserção de um gene cry para 
que a planta produza a proteína cry correspondente, a qual mata-
rá o inseto-praga-alvo quando este alimentar-se do tecido vegetal 
GM contendo grande quantidade da proteína em questão. Nesse 
ponto, tratando-se da relação entre gene e produção de proteína, 
é essencial que se compreenda o mecanismo pelo qual uma se-
quência de DNA, no caso o gene cry, é transcrito e processado em 
moléculas de RNA mensageiro, mRNA, as quais são traduzidas 
em proteínas (Cry), pelo processo conhecido como expressão gê-
nica (figura 2).

Figura 2. Transcrição do gene inserido e sua tradução (produção) na forma de moléculas de 
proteína.

Independentemente do método de transformação utilizado, é 
fundamental que o gene inserido seja expresso em níveis elevados 
nos tecidos vegetais atacados pela praga. Somente assim a molé-
cula inseticida (proteína) estará presente em quantidade suficien-
te para matar o inseto antes que este ocasione danos significativos 
à planta. 

A expressão gênica elevada depende principalmente de dois fa-
tores: a correta composição do cassete de expressão, que compor-
ta o (s) gene (s) de interesse, e o local da inserção deste cassete no 
genoma da planta no momento da transformação genética.
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1. Cassete de expressão

O cassete de expressão é a maquinaria orgânica que fará com 
que o gene de interesse seja expresso nas células vegetais; ele é in-
serido juntamente com o gene no genoma vegetal. De forma bási-
ca, fazem parte de sua composição um promotor para ativação da 
expressão, o gene de interesse e uma sequência terminadora, que 
marca o final da transcrição do gene (figura 3). Adicionalmente, 
também se faz necessária a otimização dos códons genéticos 
(código genético), já que, muitas vezes, os genes originados de 
bactérias apresentam composições de bases nucleotídicas inade-
quadas para expressão em plantas (Perlak et al., 1991).

Figura 3. Cassete gênico inserido no genoma da planta para que a mesma produza a molé-
cula inseticida de interesse.

Nesse contexto, é extremamente importante que o gene de 
interesse esteja ligado a um promotor eficiente. Promotores são 
sequências regulatórias que direcionam os níveis de expressão 
gênica de forma quantitativa, local e temporal. Essas sequências 
apresentam inúmeros sítios de ligação para fatores de transcrição 
específicos, que, por sua vez, são ativados sob diversas situações, 
tais como estímulos endógenos e exógenos. A ação combinatória 
destes determina a ativação ou a repressão da expressão gênica 
por meio dos promotores; portanto, os promotores são determi-
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nantes para que a expressão de um gene de interesse seja efetiva.
As primeiras tecnologias de plantas GM, como algodão Boll-

gardTM, foram desenvolvidas com o promotor CaMV35S, isolado 
do vírus do mosaico da couve-flor. Este promotor é constitutivo, 
ou constantemente ativo, com potencial para expressão gênica 
elevada generalizada ao longo dos tecidos vegetais em todos os 
estágios de desenvolvimento da planta (Odell et al., 1985). En-
tretanto, após sua intensa utilização comercial ao longo de déca-
das, constatou-se que a expressão gênica dirigida pelo vetor pode 
decair em função da espécie vegetal, do tecido, do estágio de de-
senvolvimento e ambiente (Dong & Li, 2007). Não obstante, a ex-
pressão constante e inespecífica pode levar a um gasto enérgico 
desnecessário por parte da planta (Rawat et al., 2011), podendo 
prejudicar seu desenvolvimento e sua produtividade. Logo, se 
vem buscando o desenvolvimento de novas tecnologias com pro-
motores mais sofisticados e eficientes para expressão elevada em 
tecidos vegetais específicos, como os atacados por determinada 
praga, e ativos somente quando necessários. O tema será aborda-
do novamente no item 6 deste capítulo. 

Outro elemento-chave é o gene de “seleção”. Os processos de 
transformação possuem baixa frequência de sucesso, por isso ne-
cessitam de uma estratégia para seleção do tecido, ou planta, que 
recebeu o cassete em detrimento do material em que a inserção 
genética não ocorreu. Para tanto, juntamente com o cassete para 
expressão do gene inseticida também é adicionado um segundo 
cassete (figura 4), com um gene para tolerância ou resistência a 
um agente seletivo com propriedades fitotóxicas. Igualmente po-
de-se utilizar um gene que confira coloração ou fluorescência ao 
tecido transformado. Dessa forma, no primeiro caso, após a apli-
cação do agente seletivo, sobreviverão apenas as plantas ou teci-
do em que os cassetes foram inseridos (figura 5); para o segundo 
caso, aplica-se um agente para a coloração (figura 10) ou usam-se 
lâmpadas especiais. Essas estratégias possibilitam que se realize a 
seleção indireta, uma vez que a resistência/tolerância e/ou colo-
ração são fortes indicativos de que o gene de interesse também foi 
inserido com sucesso no genoma vegetal.
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Figura 4. Cassete de expressão do gene de inseticida fusionada ao cassete de expressão 
do gene seletivo. A resposta ao agente seletivo indicará que o gene inseticida foi incorporado 
com sucesso ao genoma vegetal

Figura 5. Exemplo de platas geneticamente transformadas selecionadas por meio de agen-
te fitotóxico. A - Planta transformada (viva); B - Planta não transformadas (morta)
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2. Efeito da inserção gênica sobre o funcionamento do 
cassete de expressão

Apesar do crescente desenvolvimento de novas técnicas, os 
processos de transformação genética utilizados rotineiramente 
até então não possuem qualquer controle sobre o local onde o cas-
sete de expressão será inserido ao longo do genoma vegetal; ele 
pode ser introduzido de forma truncada, em múltiplas cópias, em 
um local que prejudique o desenvolvimento da planta, modifican-
do outro gene responsável por funções vitais ou até mesmo muito 
próximo a genes ligados às características de baixa produtividade 
e/ou suscetibilidade às doenças, além de outras características 
agronomicamente indesejadas.

Mesmo que a composição do cassete esteja muito bem otimi-
zada, o local, o número de cópias e a integridade do cassete são 
determinantes para a eficiência da expressão do gene de interes-
se. Ainda que a expressão seja elevada, o cassete não poderá estar 
muito próximo a genes vegetais relacionados às características 
comercialmente indesejadas, que prejudicarão o desenvolvimen-
to de novas cultivares de mercado por meio de cruzamentos. Por-
tanto, os processos de transformação inevitavelmente demandam 
um grande número de tentativas, gerando centenas ou milhares 
de eventos de transformação até a obtenção de uma planta GM 
altamente eficiente.

Assim, a cada nova inserção ocorre a geração de um novo 
evento de transformação. Cada um dos eventos gerados preci-
sa ser avaliado quanto aos fatores mencionados anteriormente; 
suas características fenotípicas desejadas, no caso o controle de 
determinada praga, serão definitivamente comprovadas apenas 
por meio de bioensaios a campo em diferentes safras e locais. 
Após essa etapa, um único evento selecionado entre centenas ou 
milhares é levado para a fase de avaliação de biossegurança e só 
então liberado para comercialização. Em seguida, já classificado 
como tecnologia, é introgredido em diferentes fundos genéticos 
por meio de cruzamentos convencionais, gerando inúmeras cul-
tivares de mercado.
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3. Métodos de transformação por Agrobacterium

Os sistemas transformação mediados por Agrobacterium 
são os mais comumente usados para transformação de algodão 
(http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase). O sucesso desses 
métodos depende da interação positiva bactéria-genótipo da plan-
ta e da possibilidade de obter-se plantas férteis a partir dos tecidos 
vegetais transformados. Os primeiros relatos de transformação de 
algodão foram feitos em meados dos anos 1980 por Firoozabady 
et al. (1987) e Umbeck et al. (1987), usando o gene nptII (que 
codifica para a neomicina fosfotransferase II) como marcador de 
seleção. Nesse processo, foram transformados os genótipos 
Coker 312 e Coker 210, regenerados por embriogênese somática. 
A partir de então, têm sido realizadas muitas tentativas para me-
lhorar os protocolos; as modificações mais significativas incluem 
o uso de calos embriogênicos, o que resultou no aumento da fre-
quência de transformação e na diminuição do tempo para obter 
transformantes (Wu et al., 2008; Jin et al., 2005; Leelavathi et 
al., 2004;). Além disso, algumas modificações nos sistemas de 
transformação, como o uso de acetoseringona na cocultura Agro-
bacterium-tecidos, aumentaram a eficiência de transformação de 
Coker, genótipos derivados de Coker e de outras cultivares, como 
Acala, Durga e Zhongmian 12 (Juturu et al., 2015; Jin et al., 2005; 
Tohidfar et al., 2005; Sunilkumar & Rathore 2001). Também se 
deve considerar o genótipo de Agrobacterium; várias cepas têm 
sido usadas com maior ou menor eficiência, tais como LBA4404, 
EHA101, EHA105, C58 e C58C3, LBA4404, AGL1, GV3101 e 
GV3111. 

3.1 Agrobacterium e o mecanismo de transformação 
genética

Agrobacterium é um gênero de bactérias composto por bac-
térias Gram-negativas do solo. Muitas bactérias desse gênero são 
conhecidas por causar uma série de doenças nas plantas por meio 
da infecção e formação de galhas. Esses microrganismos possuem 
dois genomas, o nuclear e o plasmidial; no momento da infecção, 
a bactéria insere um T-DNA oriundo de seu genoma plasmidial, 
contendo genes virulentos, no genoma da célula vegetal hospe-
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deira, a qual passará a produzir metabólitos para nutrição do pa-
tógeno. Ocorre que este mecanismo natural foi manipulado pelo 
homem para que cepas específicas de Agrobacterium, citadas no 
item anterior, fizessem a incorporação de genes de interesse, em 
vez dos genes virulentos envolvidos no parasitismo. Dessa forma, 
os cassetes de expressão descritos no item 1 são primeiramente 
incorporados na forma de T-DNA em um plasmídeo-Ti modifica-
do, que é então inserido em uma determinada cepa de Agrobacte-
rium para que esta introduza o T-DNA contendo os cassetes de ex-
pressão de interesse no genoma de células de algodoeiro (figura 6).

Figura 6. Processo de transformação genética vegetal via Agrobacterium. O plasmídeo-Ti 
modificado é inserido em uma determinada cepa de Agrobacterium para que esta introduza 
o T-DNA contendo os cassetes de expressão de interesse no genoma de células de 
algodoeiro.

Após a transformação genética de uma única célula, é necessá-
rio que a mesma se regenere em diferentes tecidos vegetais dando 
origem a uma nova planta transformada e saudável. Esse proces-
so ocorre através da embriogênese somática.  
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3.2 Embriogênese somática no algodão

O processo de regeneração após a transformação genética pode 
ocorrer por meio da embriogênese somática (ES) sob condições in 
vitro adequadas em termos de assepsia, balanço hormonal, nutri-
ção e fatores ambientais, como luz, temperatura, oxigênio e gás 
carbônico. A técnica de ES possui um bom rendimento de plan-
tas regeneradas e não desenvolve plantas quiméricas por conta de 
uma única origem celular. 

O processo de ES dá-se quando as células transformadas tor-
nam-se indiferenciadas e multiplicam-se até a formação de uma 
massa celular conhecida como “calo”. As células do calo tornam-
-se células embriogênicas somáticas, que darão origem a pré-em-
briões, que, por sua vez, desenvolver-se-ão em embriões e, então, 
em plantas verdadeiras (figura 7). Portanto, para que ocorra o 
processo de ES, as células devem, antes de tudo, desdiferenciar-se 
em células de calo (lembrando que a A. tumefaciens transforma 
geneticamente uma célula vegetal já desenvolvida) para então se 
rediferenciem como células embriogênicas somáticas. As células 
somáticas adquirem características embriogênicas por meio de 
uma completa reorganização do estádio celular, incluindo a fi-
siologia, metabolismo e a expressão gênica (Fehér et al., 2002; 
Guerra et al., 1999).

Um dos primeiros trabalhos de regeneração de G. hirsutum 
(Coker 310) foi desenvolvido por Davidonis & Hamilton (1983), 
que utilizaram tecido cotiledonar poliploide. Desde então, o pro-
gresso da embriogênese somática e regeneração de plantas no 
algodoeiro tem sido relatado por diferentes autores (Wamiq et 
al., 2016; Kumar et al., 2013; Wilkins et al., 2013; Mishra et al., 
2003). Como se trata de uma técnica de ampla utilização, há gran-
des variações entre os processos de transformação e regeneração 
empregados; as principais diferenças estão correlacionadas com 
a intensidade e o tipo de luz, temperatura, espécie e linhagem de 
algodoeiro escolhida para regeneração, tipo de tecido transforma-
do, formulação do meio de cultura, incluindo estado físico líqui-
do ou sólido, fitorreguladores, cepa de Agrobacterium utilizada, 
tempo de cultivo entre diferentes etapas, agentes seletivos para 
tecido transformado e metodologias de manipulação.  
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Em suma, para que ocorra o processo de transformação e ob-
tenção de uma planta de algodoeiro GM, são necessárias as se-
guintes etapas:

1) Transformação genética de A. tumefaciens com plasmídeo-
-Ti modificado

2) Cocultivo de A. tumefaciens, transformada com tecido de 
algodoeiro, como segmentos de hipocótilos

3) Cultivo do tecido sobre meio de cultura seletivo composto 
com agente fitotóxico até a obtenção de tecido embrio-
gênico geneticamente transformado (somente as células 
geneticamente transformadas sobreviverão ao agente se-
letivo, conforme descrito no item 2.1). A esse meio tam-
bém é adicionado um antibiótico para eliminar as células 
de A. tumefaciens

4) Isolamento de embriões geneticamente transformados, se-
lecionados sobre meio de cultura

5) Obtenção de plântulas in vitro
6) Aclimatação de plantas T0 em estufa com condições contro-

ladas de temperatura e umidade
São necessários cerca de quinze meses para obtenção de uma 

planta GM entre a transformação, a regeneração e a aclimatação 
(etapas de 1 a 6).
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Figura 7. Processo de regeneração via embriogênese somática de planta geneticamente 
transformada. A) Fragmento de hipocótilo cocultivado com A. tumefaciens; B) Crescimen-
to de calo a partir de uma única célula transformada (os calos de extremidades opostas 
originaram-se de células diferentes); C) Calo embriogênico; D) Embrião se diferenciando 
a partir de células embriogênicas; E) Embrião isolado; E) Desenvolvimento de plântula 
a partir de um embrião; F) Aclimatação de planta regenerada em estufa; G) Planta GM 
regenerada completando o ciclo reprodutivo;



130

A transformação genética via A. tumefaciens e embriogênese 
somática a partir de culturas de calos (massa de células desor-
ganizadas), em que cada célula transformada tem o potencial de 
regenerar-se em uma planta, ainda se apresenta como alternativa 
mais sólida entre os métodos de transformação. Apesar disso, a 
regeneração apresenta algumas dificuldades. 

Um exemplo é a variação somaclonal, uma alteração genética 
que ocorre por conta do longo período de tempo de cultivo in vi-
tro necessário para a obtenção de novas plantas por meio dessa 
metodologia, que pode acarretar diversos tipos de mudanças fi-
siológicas, inclusive a incapacitação do tecido em gerar embriões 
sadios ou diminuindo a frequência desse evento. Em muitos ca-
sos, os embriões somáticos cultivados não se desenvolvem nor-
malmente, não germinam nem se convertem em plantas normais, 
enquanto outros apresentam o desenvolvimento e a maturação do 
embrião, mas são interrompidos pela germinação precoce, levan-
do à ocorrência de plântulas mal desenvolvidas. Esses percalços 
podem ser superados por otimizações de protocolo aumento no 
volume de tecido transformado.

4. Transformação genética por biobalística

A maioria dos eventos de algodão utilizados comercialmente, 
bem como os novos eventos em geração hoje, foram obtidos via 
Agrobacterium com protocolos baseados naqueles desenvolvi-
dos originalmente por Firoozabady et al. (1987) e Umbeck et al. 
(1987). Entretanto, ainda há limitações, como uma frequência 
relativamente baixa de transformação, sistemas laboriosos e li-
mitação de genótipos. Isso levou diversos grupos de pesquisa a 
explorar alternativas, como a possibilidade de transformação por 
métodos diretos (biobalística e introdução de genes mediada por 
fibras de sílica). 

Tecnicamente, no sistema de biobalística diversas cópias do 
cassete de expressão são aderidas sobre a superfície micropartí-
culas de ouro ou tungstênio com um diâmetro de 0,2 µm a 4 µm 
de diâmetro. Essas partículas são bombardeadas sobre o tecido 
vegetal valendo-se de um acelerador de partículas (figura 8), com 
o intuito de perfurar a parede celular e incorporar o cassete de 
expressão ao genoma vegetal. 
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Figura 8. Acelerador de partículas utilizado no processo de biobalística. 
Foto por: Monalisa Sampaio Carneiro
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O sistema de biobalística pode ser usado tanto em calos em-
briogênicos quanto em meristemas apicais de embriões zigóti-
cos e vem sendo usado para transformação de algodão desde o 
início dos anos 1990 (Finer & McMullen, 1990). Se usado para 
bombardear meristemas apicais, torna desnecessário o uso de ca-
los embriogênicos (Liu et al., 2011; Momtaz et al., 2010; Rech et 
al., 2008; Aragão et al., 2005; Keller et al., 1997). Aragão et al. 
(2005) desenvolveram um sistema de seleção com uso de imida-
zolinonas, o que permitiu a transformação do algodão de forma 
muito eficiente.

Todavia, embora a frequência de obtenção de eventos primá-
rios seja maior com o sistema de biobalística, as células transfor-
madas frequentemente têm integração de múltiplas cópias dos 
transgenes, o que pode levar ao silenciamento gênico e a poten-
ciais problemas para a aprovação dos eventos durante a avalia-
ção de biossegurança por sistemas regulatórios. Além disso, há a 
maior possibilidade de obtenção de transformantes quiméricos, 
por conta da transformação apenas de células de determinadas 
camadas do meristema apical (em geral, a camada L1). Dessa 
forma é muito comum a geração de indivíduos quiméricos com 
transformação epidérmica em que somente a epiderme é trans-
formada. Nesses casos, não se observa a passagem dos transgenes 
para a geração F1, e o evento acaba por perder-se. Também ocor-
rem vários casos de segregação não mendeliana, o que dificulta 
ou mesmo impossibilita a utilização desses eventos em programas 
de melhoramento. No entanto, o método biobalístico é ideal para 
fazer screening (varredura) de funcionalidade de promotores nos 
distintos tecidos de algodão.

5. Transformação via microinjeção

Além de métodos nos quais se faz necessário o cultivo de tecido 
vegetal in vitro (Agrobacterium e biobalística), também há mé-
todos de transformação alternativos, como os sistemas in planta, 
nos quais o DNA exógeno é inserido nas células da planta ou nas 
sementes de forma direta.

A técnica de transformação por microinjeção é um sistema in 
planta, divulgado pela primeira vez por pesquisadores chineses 
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(Zhou et al., 1983) e, desde então, vários ajustes foram procedidos 
de modo a otimizar a eficiência na obtenção dos transformantes. 
Trata-se de uma das técnicas menos onerosas na transformação 
de plantas, baseando-se nas mais convencionais utilizadas roti-
neiramente, via Agrobacterium e biobalística.

A técnica da microinjeção baseia-se na introdução do DNA 
exógeno na planta receptora através do canal do tubo polínico 
(pollen tube pathway) ou pelo ovário (ovary drip), no momento 
posterior à fertilização. A integração ocorre porque, nessa oca-
sião, as células ainda não apresentam parede, mas protoplasto, 
que facilita a migração do transgene para o interior da célula. 

A filosofia da técnica baseia-se na passagem do DNA exógeno 
pelo mesmo caminho que o pólen faz seu transcurso até o saco 
embrionário. Nessa ocasião, as células da nucela formam um ca-
nal que permite a passagem do tubo polínico até alcançar o ová-
rio (Monnerat et al., 2015). O DNA exógeno é introduzido com 
auxílio de uma microsseringa, integrando-se às células zigóticas, 
já fertilizadas, mas não divididas. Após ser integrado no genoma-
-alvo, o gene passa a fazer parte do patrimônio genético da planta 
receptora.

Na figura 9, apresenta-se uma síntese dos procedimentos da 
microinjeção, que têm início com a autofecundação dos botões e 
posterior uso das maçãs jovens que carregarão os transgenes.

Figura 9. Etapas dos procedimentos da microinjeção em algodão. A - Proteção do botão 
floral para assegurar a autofecundação das maçãs trabalhadas, B - remoção da estrutura 
floral após fertilização. C - detalhe da maçã jovem a ser microinjetada, D- aplicação da so-
lução de DNA, com auxílio de microsseringa, F e G - maçã em amadurecimento e capulho 
microinjetado. Foto: Silva, Carliane RC & Santos, Roseane C.
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As principais vantagens dessa técnica são: a) baixo custo ope-
racional, uma vez que se necessita de apenas uma microsseringa 
para os procedimentos da transformação; b) não são necessários 
de técnicos especializados para o procedimento, que é simples e 
rápido, geralmente realizado ao final do dia, quando a tempera-
tura na casa de vegetação está mais amena; c) a técnica é genóti-
po-independente, o que elimina os problemas de recalcitrância, 
podendo ser aplicada em plantas mono e dicotiledôneas, e d) as 
sementes obtidas nos capulhos são consideradas putativamente 
transformadas, podendo ser diretamente utilizadas nos testes 
de seleção, dispensando-se etapas adicionais de regeneração de 
plantas (Silva, 2014).

A eficiência de transformação com essa técnica depende da 
espécie trabalhada e também da sensibilidade do operador, uma 
vez que as estruturas reprodutivas são sensíveis à manipulação. 
Peffley et al. (2003) reportam taxa de 2,5% em cebola, adicio-
nando ácido giberélico (4 mg/mL) e ácido 1-naftalenoacético 
(4 mg/mL) na solução do DNA. Yang et al. (2009) reportam 
taxa de 3,38% a 6,47% em milho, essa última beneficiada pelo 
uso de um surfactante (Silwet L-77 a 0,05%) e sacarose (5%). Em 
soja, Liu et al. (2009) obtiveram taxa de 3,2% usando também 
um surfactante; Silva et al. (2015) obtiveram taxa de 0,34% em 
algodão, usando apenas água como diluente da construção gêni-
ca. Deve ressaltar-se que essas taxas enquadram-se dentro das 
demais técnicas adotadas nos procedimentos de transformação, 
já registradas na literatura. O importante a ser decidido ao ini-
ciar-se um processo dessa natureza é analisar a disponibilidade 
de recursos, de pessoal e eficiência de resposta, em função da 
espécie utilizada.

6. Transformação genética para validação de promotores

Com o intuito de controlar a população de insetos-praga da 
cultura, vários eventos de algodão transgênico foram desenvolvi-
dos recentemente em várias partes do mundo. A adoção da tecno-
logia do DNA recombinante teve impacto importante na redução 
da perda de produtividade (Oliveira et al., 2016). A produção de 
organismos transgênicos de interesse comercial baseia-se no de-
senvolvimento de métodos capazes de controlar a expressão do 
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transgene de maneira precisa. Assim, há um grande esforço no 
intuito de identificar e validar a funcionalidade de novos promo-
tores — sequências de DNA — que contêm sequências regulató-
rias específicas reconhecidas por proteínas envolvidas no início 
da transcrição de um determinado gene (quando, onde, quanto 
e por quanto tempo) (Kuroki, 2012; Buchanan et al., 2000), con-
forme abordado no item 1 deste capítulo, que possam ser empre-
gadas na elaboração de cassetes de expressão para a obtenção de 
plantas GM.

Para a validação podem ser elaborados cassetes de promoto-
res candidatos ligados a genes repórteres (produzem coloração ou 
fluorescência no tecido transformado) e então inseri-los no geno-
ma vegetal com o intuito de dissecar a expressão e a regulação gê-
nica. Ou seja, a transformação genética nesse modelo é utilizada 
para o estudo de determinada molécula e não para a geração de 
uma tecnologia para cultivo a campo. 

Assim, ensaios com atividades de genes repórteres, como gus 
e gfp, são utilizados para monitorar a atividade dos promotores 
e, quantitativamente, determinar mudanças cinéticas no produto 
gênico nos diferentes estágios de desenvolvimento e/ou diferen-
tes condições (Fleming et al., 1996). A atividade do gene gus é 
visual – examinada por meio da intensidade da cor azul do teci-
do submetido à solução de X-Gluc (Sparkes et al., 2006; Cervera, 
2005; Jefferson, 1987) já a atividade do gene gfp pode ser obser-
vada através da emissão de fluorescência pela exposição do tecido 
à luz ultravioleta (Sheen et al., 1995). A transformação genética 
utilizando os promotores associados a genes repórteres permite 
sua avaliação e caracterização em cada tecido da planta.

6.1 Validação de genes e promotores candidatos em 
espécies-modelo

Plantas-modelo são plantas comumente utilizadas na pes-
quisa científica por apresentarem características como tamanho 
pequeno, facilidade no manuseio e cultivo, ciclo de vida curto, 
alta produção de sementes, facilidade na transformação gené-
tica e processos de biologia molecular simplificados (Chang et 
al., 2016). O uso dessas plantas possibilita a geração de conhe-
cimento em diversas áreas, desde detalhes de como ocorre o de-



136

senvolvimento e processos fisiológicos de plantas até entender a 
função de determinados genes e promotores (Chang et al., 2016; 
Provart et al., 2016).

A planta-modelo mais utilizada na pesquisa atualmente é a 
Arabidopsis thaliana (figura 10); existem mais estudos realiza-
dos com essa planta do que com a levedura Saccharomyces, por 
exemplo (Chang et al., 2016). O desenvolvimento da técnica de 
floral-dip (transformação genética dos gametófitos da planta atra-
vés da imersão das flores em uma solução com Agrobacterium 
tumefaciens, gerando sementes transgênicas), foi o que resultou 
no grande aumento na utilização da espécie em estudos utilizando 
a transformação genética, pois é uma maneira mais rápida e ba-
rata de gerar transformantes, principalmente por não necessitar 
de cultura de tecidos (Provart et al., 2016; Koornneef & Meinke, 
2010; Clough & Bent, 1998). 

Figura 10. 
A funcionalidade 
de promotores 
pode ser estudada 
em plantas-mo-
delo, como Ara-
bidopsis thaliana 
(A), que pode 
ser transformada 
com cassetes de 
expressão tendo 
esses promotores 
controlando a 
expressão de 
genes repórteres, 
como o gus, em 
distintos tecidos, 
tais como folha 
(B) e raiz (C). Os 
promotores devem 
ser finalmente 
validados em 
tecidos específi-
cos do algodão, 
tais como fruto (D) 
e folha (E).
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Os estudos de promotores candidatos à determinada função 
geralmente utilizam as plantas-modelo como estratégia inicial 
para validar a utilização destes e, para isso, promotores associa-
dos a genes repórteres, como gus e gfp, são bastante emprega-
dos por gerarem uma característica fenotípica de fácil avaliação 
(Sheen et al., 1995; Jefferson, 1987). 

A validação de genes e promotores em algodoeiro vem sendo 
bastante estudada na espécie A. thaliana. Chen & Dai (2010) clo-
naram o gene Gh-MLP da proteína do látex de algodão, que está 
ligado ao estresse salino e à tolerância à toxina do fungo Verticil-
lium dahliae, e avaliaram sua expressão em A. thaliana transgê-
nica, que apresentou um aumento na tolerância a estresse salino, 
mas não houve diferença significativa quanto a tolerância à toxina do 
fungo. Em 2014, Artico et al. isolaram três promotores específicos da 
flor de algodão e avaliaram sua expressão em A. thaliana transfor-
mada pelo método de floral-dip; os promotores demonstraram di-
ferentes padrões de expressão nas flores, estames e grãos de pólen 
da planta. Lambret-Frotté et al. (2016) isolaram e caracterizaram 
o promotor do gene GhAO-like1 em A. thaliana e demonstraram 
sua expressão em estames de flores. 

 A utilização de plantas-modelo como A. thaliana é uma ferra-
menta importante a ser utilizada na descoberta de novos genes e 
promotores de grande interesse para o desenvolvimento de novas 
linhagens de interesse agronômico.

6.2 Validação de genes e promotores candidatos em 
algodoeiro

Após a etapa de estudo de genes e promotores candidatos em 
espécies-modelo, a próxima etapa é a validação na espécie-alvo. 
No caso do algodão, as informações geradas na etapa anterior 
permitem validar genes previamente identificados por meio de 
outras tecnologias, bem como elencar novos genes que poderão 
ser alvo de estudos avançados, contribuindo para uma melhor 
compreensão dos mecanismos de resistência aos insetos-praga.

Para isso, diferentes partes da planta — folhas, raízes e, prin-
cipalmente, componentes das flores (sépalas, pétalas, anteras e 
ovário) e do fruto (em especial as fibras) — são transformadas via 
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bombardeamento de micropartículas de tungstênio contendo os 
vetores de expressão desejados. Cada vetor é desenhado utilizan-
do um promotor candidato e, em todos eles, é introduzido o gene 
gus — gene repórter. Exemplos dessa avaliação podem ser obser-
vados na figura 10.

O estudo de promotores e genes candidatos tem por objetivo 
identificar as melhores fontes para o desenvolvimento de cultiva-
res transgênicas resistentes às mais diversas pragas e que tenham 
capacidade de produzir fibra de boa qualidade, mesmo em am-
bientes com estresses ambientais. Alguns estudos já foram feitos 
nesse sentido, com bons resultados. Chen & Burke (2015) estu-
daram o gene gus sob o controle do promotor da expansina e do 
E6; em ambos os casos, os autores observaram que houve melhor 
desenvolvimento da fibra em estágios iniciais. Khan et al. (2015) 
utilizaram os promotores Rep e CP de Cotton leaf curl Burewala 
virus (CLCuBuV) com genes gus e gfp; o promotor Rep mostrou 
forte e consistente expressão transiente em tabaco e folhas de al-
godão quando comparado ao 35S. 

DESENVOLVIMENTO DE ALGODOEIRO TRANSGÊNICO 
RESISTENTE A ANTHONOMUS GRANDIS

Até o momento, nenhuma tecnologia comercial de algodoeiro 
transgênico apresenta qualquer efetividade sobre Anthonomus 
grandis (bicudo-do-algodoeiro), que figura como a principal pra-
ga da cotonicultura da América Latina. Os danos econômicos re-
lacionados ao ataque do bicudo ocorrem por conta de seus hábitos 
reprodutivo e alimentar, que destroem botões e maçãs do algo-
doeiro, levando a grandes perdas na produtividade de pluma e 
podendo provocar perdas de até 100%. Adicionalmente, ocorre o 
aumento exponencial dos custos de produção em decorrência do 
uso de inseticidas altamente tóxicos utilizados para seu controle. 

O controle químico é oneroso, danoso ao ambiente e à saúde 
dos operadores de campo e não é devidamente efetivo, uma vez 
que as larvas, cujo hábito endofítico as mantém dentro de botões 
e maçãs, permanecem inacessíveis às aplicações de inseticidas. 
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Ao final de cada safra, as populações desse inseto refugiam-se 
dentro da mata nativa ou continuam a reproduzir-se sobre plan-
tas voluntárias de algodoeiro. No período de safra, reproduzem-
-se rapidamente nas lavouras onde não houver um programa de 
controle populacional ativo e eficiente. Neste contexto, plantas 
geneticamente transformadas, ou transgênicas, que expressam 
altos níveis de moléculas inseticidas em botões e maçãs figuram 
como a ferramenta biotecnológica mais eficaz para a solução do 
problema.

Logo, uma iniciativa público-privada nacional vem desenvol-
vendo trabalhos de cooperação através da Plataforma de Desen-
volvimento de Algodoeiro Transgênico Resistente ao Bicudo. Fa-
zem parte dessa iniciativa de cooperação a Associação Brasileira 
dos Produtores de Algodão (Abrapa), o Instituto Mato-grossense 
do Algodão (IMAmt), o qual pertence à Associação Mato-gros-
sense dos Produtores de Algodão (Ampa), a Empresa Nacional de 
Pesquisa Agropecuária (Embrapa), com grupos de pesquisa liga-
dos à Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Embrapa Al-
godão, a empresa israelense Evogene, especializada na prospec-
ção de novos genes e promotores, assim como Instituto Brasileiro 
do Algodão (IBA), como fundo financiador.

A Plataforma é um trabalho colaborativo e possui componen-
tes de curto, médio e longo prazos, que permitirão o desenvol-
vimento de tecnologias para o combate do bicudo. Esse pipeline 
consiste em uma série de ações concatenadas e complementares, 
que incluem a prospecção (descoberta e validação de genes e pro-
motores, síntese e otimização de cassetes gênicos para altos níveis 
de expressão), a transformação genética (prova de conceito em 
plantas de algodão, caracterização molecular dos eventos com po-
tencial de uso comercial, seleção de linhagens transgênicas com 
uma única cópia do transgene, seleção de linhagens com altos ní-
veis de expressão estável dos transgenes) e a fenotipagem (estu-
dos da eficiência das plantas transgênicas no controle do bicudo 
em laboratório, casa de vegetação e a campo). Ao fim desse pro-
jeto, com previsão de cinco anos, prevê-se a obtenção de eventos 
transgênicos com potencial para a geração de uma nova tecnolo-
gia de algodoeiro GM resistente ao bicudo. 
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Considerações finais
Em relação à tecnologia de algodoeiro GM em si, não restam 

dúvidas sobre sua efetividade no controle de pragas. Infelizmen-
te, também é evidente que tais tecnologias, ao menos as presentes 
no mercado atual, estão perdendo a funcionalidade por conta da 
crescente pressão de seleção exercida sobre as pragas do gênero 
Lepidoptera com a utilização de um número limitado de genes 
de Bt, compartilhados entre três grandes culturas nacionais (soja, 
milho e algodão) sem o estabelecimento e/ou utilização correta 
de refúgios. 

Até o momento, o desenvolvimento dessas tecnologias por in-
termédio de diferentes técnicas de transformação genética apre-
senta-se como um desafio, seja por dificuldades técnicas ou por 
entraves gerados pelos extensos e onerosos ensaios de biossegu-
rança. Outras técnicas estão surgindo, como a edição genética 
através de CRISPR/Cas9 (Wang et al., 2018), que prometem ace-
lerar e reduzir enormemente os custos de geração de novas tecno-
logias, uma vez que não se encaixam de fato no termo “transgêni-
co” e, por isso, teoricamente, contornariam o sistema regulatório 
vigente para liberação comercial. Porém, ainda é difícil imaginar 
como pequenas modificações pontuais de bases nucleotídicas po-
derão conferir resistência, ou, quem sabe, perda de atratividade, 
às pragas da cultura do algodoeiro.

Finalmente, é urgente a necessidade de desenvolvimento de 
novas tecnologias de algodoeiro GM com maior diversificação 
de genes efetivos contra as principais pragas nacionais, para que 
os produtores continuem a beneficiar-se dessa importante ferra-
menta; assim como é necessário que eles também se conscienti-
zem sobre as grandes dificuldades envolvidas no desenvolvimen-
to de cada tecnologia e façam uso de estratégias para conservá-las 
efetivas no campo pelo maior tempo possível.
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1. Culturas Bt e seus benefícios

Plantas de culturas geneticamente modificadas que pro-
duzem proteínas inseticidas originárias da bactéria Bacillus 
thuringiensis (culturas Bt) são a contribuição mais importante 
da biotecnologia para o controle de pragas na agricultura. Des-
de a comercialização do primeiro evento Bt, em 1996, a área 
dedicada a esse tipo de cultura aumentou significativamente, 
chegando a 98,5 milhões de hectares em todo o mundo, corres-
pondendo a mais de 53% da área cultivada global com culturas 
geneticamente modificadas (James, 2016). A maior parte dessa 
área (75,4 milhões de hectares, 76,5%) é representada por even-
tos múltiplos (tolerância a herbicida mais resistência a insetos); 
proporcionalmente, a cultura GM para algodão Bt corresponde 
a 84% da área total plantada, seguida da cultura GM de milho Bt 
(79% da área total) (James, 2016).

Dados atuais mostram que as culturas Bt são seguras para o 
meio ambiente e para os organismos não alvo (Koch et al., 2015) 
e são econômica e agronomicamente superiores às alternativas 
não transgênicas em todo o mundo (Areal et al., 2013). Os bene-
fícios do uso de culturas Bt incluem maior rendimento, redução 
do uso de pesticidas, resultando no aumento da biodiversidade, 
e, no caso do milho Bt, também melhoria da segurança sanitária 
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CHAPTER 4
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1. Bt crops and their benefits 
Crop plants genetically transformed to produce insecticidal 

proteins from the bacterium Bacillus thuringiensis (Bt crops) 
are the most important contribution of biotechnology to pest 
control in agriculture. Since commercialization of the first Bt 
event in 1996, acreage devoted to Bt crops has increased almost 
linearly, to reach 98.5 million hectares worldwide, more than 
53% of the global hectarage of genetically modified crops (Ja-
mes, 2016). Most of this acreage (75.4 million hectares, 76.5%) 
is represented by stacked (herbicide tolerance plus insect resis-
tance) traits, with the highest relative adoption (insecticide re-
sistance plus stacked traits) found for Bt cotton (84% of total 
area) followed by Bt maize (79% of total area) (James, 2016). 

Currently available evidence supports that Bt crops are safe to 
the environment and non-target organisms (Koch et al., 2015), 
and economically and agronomically superior to non-transgenic 
alternatives for farmers worldwide (Areal et al., 2013). Bene-
fits from the use of Bt crops include greater gross margins with 
higher yields, reduced pesticide usage resulting in increased bio-
diversity, and in the case of Bt corn also improved health safety 
due to lower contamination with mycotoxins (National Acade-
mies of Sciences and Medicine, 2016). On average, adoption of 
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por conta da menor contaminação com micotoxinas (National 
Academies of Sciences and Medicine, 2016). Em média, estima-
-se que a adoção do milho Bt em todo o mundo tenha aumentado 
o lucro em US$ 78/hectare para o agricultor após a dedução dos 
custos de tecnologia, enquanto que para o algodão esse valor foi 
de US$ 223/hectare (Brookes & Barfoot, 2017b). Esses benefí-
cios advêm de uma combinação da redução no uso de herbicidas 
e inseticidas e da diminuição nos níveis de dano causado pelas 
pragas, resultando em maior produtividade. No caso do milho 
Bt, o aumento de rendimento varia de 5,6% a 24,5%, dependen-
do do híbrido (Pellegrino et al., 2018).

Dados disponibilizados pelas National Academies of Sciences 
and Medicine (2016) indicam claramente uma redução significa-
tiva no uso de inseticidas em culturas Bt em comparação a cul-
turas convencionais. Uma meta-análise da literatura disponível 
mostra que, em média, as culturas Bt reduziram o uso de pesti-
cidas em 37% (Klümper & Qaim, 2014). Considerando o período 
da introdução das culturas Bt, desde 1996 até 2015, a redução 
do uso de inseticidas é particularmente mais alta em lavouras 
cuja prática é a aplicação mais intensiva de pulverizações como, 
por exemplo, a cultura do algodão (redução de 268,6 milhões de 
kg de ingrediente ativo no período 1996-2015), em comparação 
com o milho (redução de 87,1 milhões de kg de ingrediente ativo 
no mesmo período) (Brookes & Barfoot, 2017a). O efeito acu-
mulado dessas reduções desde o início da comercialização das 
culturas Bt é estimado em uma redução de 8,1% (618,7 milhões 
de kg de ingrediente ativo) em comparação ao uso esperado para 
as culturas convencionais (Brookes & Barfoot, 2017a). A cultura 
Bt comercializada mais recentemente — a soja Bt — na América 
do Sul já resultou em uma redução acumulada de 1,4% no uso 
de pesticidas (3,6 milhões de kg) no Brasil, em apenas dois anos 
de comercialização (Brookes & Barfoot, 2017a). Estimativas de 
redução de pesticidas para o milho são mais difíceis de serem 
quantificadas, pois tipos diferentes de inseticidas são aplicados 
em partes diferentes da planta quando estas são afetadas por 
lepidópteros e coleópteros; mas, mesmo levando-se em consi-
deração esses fatores, houve uma redução de 53,3% na quan-
tidade esperada de uso de ingrediente ativo entre 1996 e 2015 
(Brookes & Barfoot, 2017a). No Brasil, onde as principais pragas 
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Bt corn worldwide is estimated to result in $78/hectare benefit 
to the farmer after deduction of technology costs, whereas for 
cotton this value increases to $223/hectare (Brookes & Barfoot, 
2017b). These benefits result from a combination of decreased 
reliance on herbicides and insecticides and lower pest damage 
levels, resulting in higher yields. In the case of Bt corn, yield 
increases vary from 5.6 to 24.5% depending on the hybrid 
(Pellegrino et al., 2018). 

Available data clearly support a significant reduction in in-
secticide use in Bt compared to conventional crops (National 
Academies of Sciences and Medicine, 2016). A meta-analysis 
of available literature supported that on average, Bt crops have 
reduced pesticide usage by 37% (Klümper & Qaim, 2014). Con-
sidering the period since the introduction of Bt crops in 1996 
until 2015, insecticide usage reductions are particularly higher 
in more intensively sprayed crops such as cotton (268.6 million 
kg reduction from 1996-2015) compared to corn (87.1 million 
kg reduction for same period) (Brookes & Barfoot, 2017a). The 
aggregated effect of these reductions since commercialization of 
Bt crops is estimated to be an 8.1% (618.7 million kg of active in-
gredient) reduction compared to the expected usage for con-
ventional crops (Brookes & Barfoot, 2017a). The most recently 
commercialized Bt crop, Bt soybean in South America, alrea-
dy resulted in a 1.4% aggregated pesticide usage reduction 
(3.6 million kg) in Brazil in only two years since commerciali-
zation (Brookes & Barfoot, 2017a). Estimations of pesticide re-
duction for corn are more difficult, since insecticides are applied 
to different parts of the plant affected by lepidopteran and co-
leopteran pests, but cumulatively represent a 53.3% reduction 
in the expected amount of active ingredient usage from 1996 to 
2015 (Brookes & Barfoot, 2017a). In Brazil, where pests targeted 
in corn are lepidopteran larvae feeding on above ground plant 
parts, the number of insecticide sprays has been reduced from 
about five to two, resulting in 15.2 million kg of insecticide active 
ingredient savings since commercialization of Bt corn in 2008 
until 2014 (Brookes & Barfoot, 2017a). Interestingly, in the USA 
insecticide use on corn has decreased among both adopters and 
non-adopters of Bt corn (Fernandez-Cornejo et al., 2014), a phe-
nomenon that is probably due to the area wide-level suppression 
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que atacam a cultura do milho são larvas de lepidópteros, que 
se alimentam das partes aéreas das plantas, o número de pul-
verizações de inseticidas foi reduzido de cinco para duas, resul-
tando em um decréscimo de uso de 15,2 milhões de kg de inse-
ticidas desde o início da comercialização do milho Bt, em 2008, 
até 2014 (Brookes & Barfoot, 2017a). Curiosamente, nos EUA, 
o uso de inseticida no milho diminuiu entre os agricultores que 
empregavam culturas convencionais e culturas geneticamente 
modificadas de milho Bt (Fernandez-Cornejo et al., 2014). Isso 
ocorreu, provavelmente, por conta da supressão em larga escala 
da broca-do-milho (Ostrinia nubilalis) com a adoção do milho 
Bt (Bohnenblust et al., 2014; Hutchison et al., 2010).

Espera-se que a redução no uso de inseticidas contribua para 
o aumento da biodiversidade de artrópodes, incluindo insetos 
benéficos. Meta-análises de experimentos de campo já publica-
dos confirmam o aumento de populações de invertebrados não 
alvo em culturas Bt em comparação às culturas convencionais 
manejadas com inseticidas (Marvier et al., 2007; Wolfenbarger 
et al., 2008; Yu et al., 2011). No caso do algodão Bt na China, 
encontrou-se maior abundância de insetos predadores respon-
sáveis por biocontrole em culturas Bt em comparação a culturas 
convencionais (Lu et al., 2012). Os resultados de um estudo de 
campo de três anos no Brasil constataram que os eventos de soja 
Bt não têm efeitos negativos sobre os artrópodes não alvo (Mar-
ques et al., 2018). Tampouco há evidência de efeitos adversos 
dos cultivos Bt em comunidades de invertebrados e na micro-
biota do solo (Blackwood & Buyer, 2004; Lawhorn et al., 2009; 
Neher et al., 2014).

Em comparação ao milho convencional, o milho Bt apresenta 
um benefício indireto, que é a redução das micotoxinas. Estas, 
principalmente a fumonisina, produzida por Fusarium spp., e 
aflatoxina, produzida por Aspergillus spp., têm efeitos tóxicos 
e carcinogênicos em vertebrados. Larvas de lepidópteros, 
como a lagarta-do-milho (Helicoverpa zea) e a broca-do-mi-
lho (O. nubilalis), atuam como vetores de esporos fúngicos du-
rante a alimentação (Dowd, 2003); a redução da ingestão de mi-
lho Bt por larvas de insetos reduz significativamente o risco de 
micotoxinas em comparação ao milho convencional. Estima-se 
que, por ano, a adoção de Bt por agricultores norte-americanos 
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of European corn borer by adoption of Bt corn (Bohnenblust et 
al., 2014; Hutchison et al., 2010). 

Reduced insecticide usage is expected to contribute to in-
crease arthropod biodiversity, including beneficial insects. Me-
ta-analyses of published field experiments support increased  
populations of non-target invertebrates in Bt compared to con-
ventional crops that are managed with the use of insecticides 
(Marvier et al., 2007; Wolfenbarger et al., 2008; Yu et al., 2011).  
In the case of Bt cotton in China, higher abundance of predatory 
insects that provide biocontrol services was documented in Bt 
compared to conventional crops (Lu et al., 2012). Results from a 
three year field study in Brazil supported that Bt soybean events 
do not have negative effects on non-target arthropods (Marques 
et al., 2018). There is also no evidence of adverse effects of Bt 
crops on soil invertebrate and microbial communities (Black-
wood & Buyer, 2004; Lawhorn et al., 2009; Neher et al., 2014).

An indirect benefit of Bt corn adoption is the reduction in 
mycotoxins compared to conventional corn. These mycotoxins, 
mainly fumonisin produced by Fusarium spp. and aflatoxin pro-
duced by Aspergillus spp., have toxic and carcinogenic effects 
in vertebrates. Lepidopteran larvae such as the corn earworm 
(Helicoverpa zea) and the European corn borer (Ostrinia nubilalis) 
act as vectors of fungal spores during feeding (Dowd, 2003). Re-
duced larval feeding on Bt corn significantly reduces the risk of 
mycotoxins compared to conventional corn, with an estimated 
$17 million in annual benefits to Bt-adopting farmers in the USA 
from reduced mycotoxin levels (Wu et al., 2004).  

All the benefits discussed in this section have contributed to 
a rapid increase in Bt crop adoption rates (James, 2016), which 
also represents an increased pressure for the evolution of resis-
tance in target pests, the most serious threat to the sustainabi-
lity of Bt crop technology. In this Chapter we will first review 
the Bt crop technologies currently available, the success of these 
technologies in controlling targeted pests, and then we will do-
cument current cases of field-evolved resistance worldwide and 
the mechanisms that may be involved. 
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gere economia estimada de US$ 17 milhões, por conta da redu-
ção dos níveis de micotoxinas (Wu et al., 2004).

Todos os benefícios discutidos nesta seção contribuíram para 
um aumento rápido nas taxas de adoção de culturas Bt (James, 
2016), o que também representa uma pressão crescente que con-
tribui para a evolução da resistência em pragas-alvo, a ameaça 
mais séria à sustentabilidade da tecnologia. Neste capítulo, ana-
lisaremos inicialmente as tecnologias de cultura Bt atualmen-
te disponíveis, o sucesso delas no controle de pragas-alvo e, em 
seguida, descreveremos os casos atuais de resistência em todo o 
mundo e os mecanismos que podem estar envolvidos.

2. Proteínas inseticidas Bt e expressão 
em culturas Bt disponíveis

As culturas Bt atualmente comercializadas expressam uma ou 
mais toxinas Cry ou VIP (proteína inseticida vegetativa) de uma 
estirpe de bactéria Bt. Essa bactéria é comumente encontrada 
na natureza em forma de esporo, que germina em uma célula 
vegetativa após a ativação por estímulos e condições ambientais 
específicas (Raymond et al., 2008). As proteínas Cry (de “Crys-
tal”) são produzidas durante a fase de esporulação da bactéria 
e acumulam-se como cristais proteicos adjacentes ao esporo Bt 
(figura 1). Essas proteínas Cry são classificadas e nomeadas de 
acordo com a identidade da sequência de aminoácidos (Crick-
more et al., 1998). O sistema de nomenclatura consiste em qua-
tro categorias organizadas em ordem crescente de identidade 
sequencial de aminoácidos: a classificação principal (algarismo 
arábico) agrupa proteínas Cry que compartilham < 45% de 
identidade de sequência, a segunda (letras maiúsculas) e terceira 
(letras minúsculas) classificações distinguem proteínas com < 78% 
e < 95% de identidade de sequência, respectivamente (Crickmore 
et al., 1998). Toxinas com sequências idênticas (> 95% de iden-
tidade) recebem uma classificação quaternária (número arábi-
co). Embora mais de trezentos genes codificadores de toxinas do 
complexo de proteínas Cry, agrupados em 75 famílias de acordo 
com a descrição da estrutura primária (Crickmore et al., 2016), 
existem apenas oito genes isolados diretamente de estirpes de 
Bt e três toxinas Cry sintéticas que são atualmente expressas nas 
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2. Insecticidal Bt proteins and expression  
in available Bt crops 

Currently commercialized Bt crops produce one or more 
Cry or Vip toxins from a Bt bacterium strain. This bacterium 
is commonly found in nature as a spore, which germinates to a 
vegetative cell after activation by specific environmental cues 
and conditions (Raymond et al., 2008). The Cry (for Crystal) 
proteins are produced during the sporulation phase of the bac-
terium, and accumulate as protein crystals adjacent to the Bt 
spore (figure 1). These Cry proteins are classified and named ac-
cording to their amino acid sequence identity (Crickmore et al., 
1998). The nomenclature system consists of four ranks denoting 
increasing sequence identity. The primary rank (Arabic nume-
ral) groups Cry proteins that share <45% sequence identity, 
while the secondary (uppercase letter) and tertiary (lowercase 
letter) ranks distinguish proteins with <78 and <95% sequence 
identity, respectively (Crickmore et al., 1998). Toxins with iden-
tical sequences (>95% identity) receive a quaternary rank (Ara-
bic number). While more than 300 holotype Cry toxins grouped 
in 75 families at the primary rank have been described (Crick-
more et al., 2016), only 8 holotype and 3 engineered Cry toxins 
are currently expressed by commercialized Bt crops (table 1). All of 
these toxins have a similar three dimensional structure compo-
sed of three domains with diverse roles in binding to target cells, 
formation of pores in cell membranes, and toxin stability (revie-
wed in Adang et al., 2014). Conservation of the toxin structure 
among the Cry toxins produced in Bt crops supports similarities 
in their mode of action (discussed in next section). 
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Figura 1. Imagem de microscopia de contraste diferencial por interferência (DIC) de uma 
cultura de Bacillus thuringiensis (Bt) esporulada. O esporo e o cristal da toxina de Bt são 
indicados com uma seta branca e cinza, respectivamente, como referência.

culturas Bt comerciais (tabela 1). Todas essas toxinas têm uma 
estrutura tridimensional semelhante, ou seja, são compostas 
por três domínios com papéis diversos na ligação às células-al-
vo, formação de poros nas membranas celulares e estabilidade 
da toxina (revisado em Adang et al., 2014). A conservação da 
estrutura da toxina entre as toxinas Cry expressas nas culturas 
Bt indica as semelhanças no modo de ação. Essa parte será dis-
cutida na próxima seção.

As toxinas dos grupos Cry1 (Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Fa2, e 
Cry1A.105) e Cry2 (Cry2Ab2 e Cry2Ae) têm por alvo as larvas 
de lepidóptero, enquanto as do grupo Cry3 (Cry3Bb1, mCry3A e 
eCry3.1Ab), bem como a toxina binária Cry34/35Ab1, têm por alvo 
larvas de coleópteros (tabela 1). A proteína Cry1A.105 é uma qui-
mera que contém o domínio III, proveniente da estrutura tridimen-
sional da proteína de Cry1Fa2; a outra porção é derivada da proteí-
na Cry1Ac (EPA, 2010a). A proteína Cry3A modificada (mCry3A) 
é derivada da toxina Cry3Aa por engenharia do sítio de clivagem 
das proteases quimotripsina/catepsina G no domínio I na estrutura 
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Toxins in the Cry1 (Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Fa2, and Cry1A.105) 
and Cry2 (Cry2Ab2 and Cry2Ae) primary ranks target lepidop-
teran larvae, while toxins in the Cry3 rank (Cry3Bb1, mCry3A, 
and eCry3.1Ab) as well as the Cry34/35Ab1 binary toxin target 
coleopteran larvae (table 1). The Cry1A.105 protein is a chime-
ra containing domain III in the three-dimensional structure of 
the protein from Cry1Fa2 and the rest of the protein from Cry1Ac 
(EPA, 2010a). The modified Cry3A (mCry3A) protein was de-
rived from Cry3Aa by engineering a chymotrypsin/cathepsin 
G protease recognition site in domain I in the three-dimensio-
nal structure of the protein, which renders the protein active 
against corn rootworm (Diabrotica virgifera virgifera). Ex-
change of domain III of mCry3A with that of the lepidopteran-
-active Cry1Ab toxin generated the eCry3.1Ab toxin, resulting in 
recognition of additional receptors in the midgut while maintai-
ning toxicity against D. v. virgifera  (Walters et al., 2010). 

 In contrast to Cry toxins, Vip (from vegetative insectici-
dal protein) toxins are produced as secreted proteins during the 

Figura 1. Differential interference contrast (DIC) microscopy picture of a sporulated Bacillus 
thuringiensis (Bt) culture. A Bt spore and toxin crystal are indicated with a white and gray 
arrow, respectively, for reference.
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tridimensional da proteína, o que a torna ativa contra a lagarta-da-
-raiz do milho (Diabrotica virgifera virgifera). A troca do domínio 
III da mCry3A pelo domínio da toxina Cry1Ab ativa contra lepidóp-
teros gerou a toxina eCry3.1Ab, resultando no reconhecimento de 
receptores adicionais no intestino médio, mantendo a toxicidade 
contra D. v. virgifera (Walters et al., 2010).

Em contraste com as toxinas Cry, as toxinas VIP são produzidas 
como proteínas secretadas durante a fase vegetativa de crescimento 
de Bt (Warren, 1997). As proteínas VIP também são classificadas e 
nomeadas de acordo com sua identidade de sequência de aminoáci-
dos, e há 33 toxinas descritas e classificadas em quatro famílias, de 
acordo com a classificação primária (Crickmore et al., 2016). Apesar 
dessa diversidade, apenas Vip3Aa19 (em milho Bt) e Vip3Aa20 (em 
algodão Bt) são expressas nas culturas de Bt atualmente comerciali-
zadas para o controle de larvas de lepidópteros (tabela 1).

Toxina Cultura Pragas principais
Cry1Ab Milho ECB

Cry1Ac Milho, algodão, soja CEW, TBW, SBL

Cry1Fa2 Milho, algodão CEW, FAW, SWCB

Cry2Ab2 Milho, algodão CEW, FAW

Cry2Ae Algodão BW, TBW, PBW, FAW

aVip3Aa Milho, algodão CEW, FAW

Cry34/35Ab1 Milho WCRW

Cry3Bb1 Milho WCRW

Cry1A.105 Milho, algodão CEW, FAW, SWCB

mCry3A Milho WCRW

eCry3.1Ab Milho WCRW

Tabela 1. Lista de toxinas produzidas por híbridos Bt comercialmente disponíveis nos EUA e 
seu respectivo inseto-alvo. CEW/BW, lagarta-da-espiga / lagarta-do-milho (H. zea); ECB, bro-
ca-do-milho-europeia (O. nubilalis); FAW, lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda); PBW, la-
garta-rosada (Pectinophora gossypiella); SBL, lagarta-falsa-medideira (Chrysodeixis includens); 
SWCB, broca-do-milho-do-sudoeste (Diatraea grandisoella); TBW, lagarta-da-maçã (Chloridea 
virescens); WCRW, lagarta-da-raiz-do-milho-ocidental (Diabrotica virgifera virgifera).

a Vip3Aa é usada para denominar as toxinas Vip3Aa19 e Vip3Aa20 porque estas têm mais de 99,9% de identidade.
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vegetative phase of Bt (Warren, 1997). These Vip proteins are 
also classified and named according to their amino acid sequen-
ce identity, and there are 33 described holotype toxins classified 
into 4 families at the primary rank (Crickmore et al., 2016). Des-
pite this diversity, only Vip3Aa19 (in Bt corn) and Vip3Aa20 (in 
Bt cotton) are produced by currently commercialized Bt crops to 
control selected lepidopteran larvae (table 1).

Toxin Crops Main Targets
Cry1Ab Corn ECB

Cry1Ac Corn, cotton, soybean CEW, TBW, SBL

Cry1Fa2 Corn, cotton CEW, FAW, SWCB

Cry2Ab2 Corn, cotton CEW, FAW

Cry2Ae Cotton BW, TBW, PBW, FAW

aVip3Aa Corn, cotton CEW, FAW

Cry34/35Ab1 Corn WCRW

Cry3Bb1 Corn WCRW

Cry1A.105 Corn, cotton CEW, FAW, SWCB

mCry3A Corn WCRW

eCry3.1Ab Corn WCRW

Table 1. List of toxins produced by commercially available Bt hybrids in the U.S. and their 
target pest. CEW/BW, corn earworm/bollworm (Helicoverpa zea); ECB, European corn borer 
(Ostrinia nubilalis); FAW, fall armyworm (Spodoptera frugiperda); PBW, pink bollworm (Pec-
tinophora gossypiella); SBL, soybean looper (Chrysodeixis includens); SWCB, southwestern 
corn borer (Diatraea grandisoella); TBW, tobacco budworm (Chloridea virescens); WCRW, 
western corn rootworm (Diabrotica virgifera virgifera).

a Vip3Aa is used for both Vip3Aa19 and Vip3Aa20 as these toxins are >99.9% identical
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3. Modo de ação das proteínas inseticidas  
nas culturas Bt comercializadas

O modo de ação das toxinas Cry inclui vários passos sequen-
ciais (figura 2) que determinam sua especificidade (Jurat-Fuen-
tes & Crickmore, 2017). Quando produzidas pela bactéria Bt, as 
proteínas Cry são agrupadas em um corpo cristalino que é solu-
bilizado em ambientes alcalinos e redutores como, por exemplo, 
os fluidos digestivos intestinais de hospedeiros suscetíveis. Após 
a solubilização, a proteína Cry é processada por proteases nos 
fluidos intestinais em toxina ativa. Dado que a maioria dos genes 
da toxina Cry produz proteínas Cry solúveis, a solubilização dos 
cristais não é realizada quando os insetos ingerem uma toxina 
Cry de uma cultura Bt. O processamento por fluidos do intesti-
no médio pode ser mais relevante nos casos em que as plantas 
são transformadas para expressar a protoxina, como na soja Bt 
que produz as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 (EPA, 2015). No 
entanto, nos casos em que as plantas produzem apenas a forma 
truncada da toxina, como o milho produtor de Cry1Ab e Cry1Fa 
(EPA, 2010b), o processamento pelos fluidos do intestino médio 
pode não ser tão crítico. As toxinas ativadas atravessam a matriz 
peritrófica protetora para atingir o epitélio do intestino médio 
e reconhecem sítios de ligação de alta afinidade em proteínas 
receptoras, o que favorece a oligomerização das toxinas e a for-
mação de poros na membrana celular, que resultam em morte 
celular por choque osmótico (revisado por Adang et al., 2014). O 
modo de ação das proteínas VIP (revisado por Chakroun et al., 
2016) também é baseado no reconhecimento de receptores na 
membrana da borda em escova e na formação de poros. Quando 
testadas, as proteínas Cry e VIP não compartilham sítios de liga-
ção (Jakka et al., 2015a; Chakroun et al., 2016).
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3. Mode of action of insecticidal proteins  
in commercialized Bt crops 

The mode of action of Cry toxins includes a number of se-
quential steps (figure 2) that determine specificity (Jurat-Fuen-
tes & Crickmore, 2017). When produced by the Bt bacterium, 
Cry proteins are packed in a crystalline body that is solubilized 
in alkaline and reducing environments, such as the gut digestive 
fluids of susceptible hosts. Upon solubilization, the Cry protein 
is processed by proteases in the gut fluids to a toxin active core. 
Given that the most Cry toxin genes produce soluble Cry prote-
ins, crystal solubilization is not applicable when insects ingest 
a Cry toxin from a Bt crop. Processing by midgut fluids may be 
most relevant in cases where the plants are transformed to pro-
duce the protoxin form, as in Bt soybean producing Cry1A.105 
and Cry2Ab2 proteins (EPA, 2015). However, in cases where the 
plants produce only the truncated form of the toxin, like in the 
case of corn producing Cry1Ab and Cry1Fa (EPA, 2010b), pro-
cessing by midgut fluids may not be as critical. Activated toxins 
cross the protective peritrophic matrix to reach the midgut epi-
thelium and recognize high affinity binding sites in receptor pro-
teins, which is conducive to toxin oligomerization and formation 
of pores on the cell membrane that result in cell death by osmo-
tic shock (reviewed in Adang et al., 2014). The mode of action of 
Vip proteins (reviewed by Chakroun et al., 2016) is also based 
on recognition of receptors on the brush border membrane and 
pore formation. When tested, Cry and Vip proteins do not share 
binding sites (Jakka et al., 2015a; Chakroun et al., 2016). 
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Figura 2. Diagrama das etapas envolvidas no modo de ação das proteínas Cry produzidas 
pelas culturas Bt, uma vez ingeridas pelo inseto. Os passos (em algarismos romanos) 
determinam a especificidade (em caixas verdes), e os potenciais mecanismos de resistên-
cia (em caixas vermelhas) são indicados. Modificado com permissão de Jurat-Fuentes & 
Crickmore (2017).

Alterações em qualquer uma das etapas do modo de ação das 
toxinas Cry podem potencialmente resultar em resistência 
(figura 2); a maioria dos casos de resistência a toxinas Cry se-
lecionadas em laboratório está ligada ou associada a alterações 
nos receptores e à ligação das toxinas (Ferré & Van Rie, 2002). O 
risco de resistência cruzada, definido como resistência a uma to-
xina não presente no ambiente de seleção inicial, aumenta consi-
deravelmente quando duas toxinas Cry compartilham a maioria 
de seus sítios de ligação, uma vez que apenas uma alteração no 
receptor compartilhado pode resultar em resistência a ambas as 
toxinas. A piramidação de genes de toxina Cry na mesma planta 
reduz a taxa de evolução da resistência (Zhao et al., 2005), mas 
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Figura 2. Diagram of the steps involved in the mode of action of Cry proteins produced by 
Bt crops once ingested by the insect. The steps (in roman numerals) determining specificity 
(in green boxes) and the potential resistance mechanisms (in red boxes) are indicated. 
Modified with permission from Jurat-Fuentes & Crickmore (2017).

While alterations in any of the steps in the mode of action 
of Cry toxins can potentially result in resistance (figure 2), the 
vast majority of laboratory-selected cases of resistance to Cry to-
xins are linked or associated to alterations in receptors and toxin 
binding (Ferré & Van Rie, 2002). The risk of cross-resistance, 
defined as resistance to a toxin not present in the initial selec-
tion environment, is highly increased when two Cry toxins share 
most of their binding sites, as a single alteration in the shared 
receptor can potentially result in resistance to both toxins. Pyra-
miding of cry toxin genes in the same plant reduces the rate of 
resistance evolution (Zhao et al., 2005), but only when the to-
xins pyramided have unique populations of binding sites. Given 
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somente quando as toxinas piramidadas têm espectro diferente 
de locais de ligação. Dada a importância dos sítios de ligação 
às toxinas, considera-se geralmente que toxinas Cry que reco-
nhecem populações diferentes de receptores exibem “modos de 
ação diferentes”. Foram descritos vários locais de ligação únicos 
e partilhados para diferentes toxinas Cry, com base em mode-
los de sítios de ligação derivados de ensaios de competição de 
ligação (Jakka et al., 2015a). Esses modelos são uma ferramenta 
fundamental para elucidar quais genes de toxinas podem ser pi-
ramidados (combinados) na mesma planta para retardar a evo-
lução da resistência e expandir a faixa de atividade.

4. Sucessos das culturas Bt

Desde a primeira comercialização, em 1996, as culturas Bt revo-
lucionaram o controle de pragas na agricultura. Nos EUA, o algodão 
e o milho Bt têm sido eficazes no controle e, em alguns casos, quase 
erradicaram as pragas-alvo primárias; um exemplo desse sucesso é 
o controle de larvas da broca-do-milho (O. nubilalis) pelo milho Bt. 
Antes da comercialização do milho Bt nos EUA, as perdas de produ-
tividade e do controle de O. nubilalis foram estimadas em mais de 
US$ 1 bilhão por ano (Ostlie et al., 1997), e o controle era dificultado 
pelo fato de as larvas penetrarem no caule das plantas e escaparem 
das aplicações de inseticidas. A adoção de eventos de milho Bt com 
expressão das toxinas Cry1Ab (comercializada em 1996) e/ou Cry1Fa 
(introduzida em 2003) resultou em controle efetivo de O. nubilalis, 
levando à supressão de algumas populações em extensas áreas de 
produção agrícola (Hutchison et al., 2010). Além disso, não hou-
ve relatos de suscetibilidade reduzida ou de resistência em campo 
(Siegfried et al., 2007; Velez et al., 2016), apesar de evidências rela-
tadas demonstrarem o potencial de O. nubilalis em criar resistência 
a toxinas Cry1Ab (Crespo et al., 2009) e Cry1Fa (Pereira et al., 2008). 
Um caso semelhante é o da lagarta-da-maçã (Chloridea virescens), 
principal alvo para o algodão Bt; estima-se que a ampla adoção do 
algodão Bt tenha contribuído para a redução de aproximadamente 
40% das áreas adequadas para o desenvolvimento de C. virescens 
(Blanco, 2012) o que diminuiu significativamente suas populações 
(Adamczyk Jr. & Hubbard, 2006; Micinski et al., 2008).

Acredita-se que esses exemplos de sucesso das culturas Bt de-
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the importance of toxin binding sites, it is generally considered 
that Cry toxins recognizing different populations o receptors 
display “different modes of action”. A number of unique and 
shared binding sites have been described for different Cry toxins 
based in binding site models derived from binding competition 
assays (Jakka et al., 2015a). These models are a critical tool to 
elucidate which toxin genes may be pyramided (combined) in 
the same plant to delay the evolution of resistance and expand 
the range of activity. 

4. Successes of Bt crops

Since first commercialization in 1996, Bt crops have revolu-
tionized pest control in agriculture. In the USA, Bt cotton and 
Bt corn have been effective in controlling, and in some cases 
almost eradicating, primary targeted pests. A clear example of 
this success is the control of larvae of the European corn bo-
rer (O. nubilalis) by Bt corn. Before commercialization of Bt 
corn in the USA, costs resulting from yield loses and control 
of O. nubilalis were estimated in excess of $1 billion annually 
(Ostlie et al., 1997), and control was difficult due to larvae bo-
ring into stalks and escaping insecticide applications. Adop-
tion of Bt corn events producing the Cry1Ab (commercialized 
in 1996) and/or Cry1Fa (introduced in 2003) toxins has re-
sulted in effective control of O. nubilalis, leading to area wide 
suppression of some populations (Hutchison et al., 2010). 
In addition, there have been no reports of reduced suscep-
tibility or field resistance (Siegfried et al., 2007; Velez et al., 
2016), despite reported evidence demonstrating the potential 
in O nubilalis for evolving resistance to Cry1Ab (Crespo et al., 
2009) and Cry1Fa (Pereira et al., 2008) toxins. A similar case 
is that of the main target for Bt cotton, the tobacco budworm 
(Chloridea virescens). Wide adoption of Bt cotton is estima-
ted to have contributed to a ~40% reduction of areas suitable 
for development of C. virescens (Blanco, 2012), and has signi-
ficantly reduced populations (Adamczyk Jr & Hubbard, 2006; 
Micinski et al., 2008).

These examples of Bt crop success have been hypothesized 
to be due to the mandated high dose/refuge insect resistance 
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vam-se à estratégia de manejo da resistência dos insetos deno-
minada “alta dose/refúgio” (Siegfried & Hellmich, 2012; Velez et 
al., 2016). A estratégia (Gould, 1998; Roush, 1998) baseia-se na 
existência de alelos de resistência que são de natureza recessiva 
e, inicialmente, em baixa frequência no campo. As plantas Bt 
produzem uma dose de toxina suficiente para matar os insetos 
heterozigotos (levando uma cópia do alelo de resistência). Sob 
essas condições, um refúgio de plantas não Bt na proximidade 
do campo de cultivo Bt forneceria indivíduos suscetíveis capa-
zes de acasalar com indivíduos resistentes cuja frequência seria 
baixa em campo, à medida que surgissem da área de cultura Bt; 
as larvas heterozigotas resultantes seriam efetivamente contro-
ladas pelos níveis de toxina produzida na cultura Bt, retardando 
em muito a evolução da resistência efetiva, de acordo com os 
modelos computacionais (Alstad & Andow, 1995).

Outra estratégia para retardar a evolução da resistência dos 
insetos-alvo às culturas Bt é o uso de plantas “piramidadas” 
(Gould, 1998), que expressam combinações de toxinas Bt com 
diferentes modos de ação. Como afirmado acima, toxinas produ-
zidas em culturas Bt “com modo de ação distinto” têm sido sinô-
nimo de ligação de toxinas a diferentes locais do intestino médio 
do inseto-alvo, como demonstrado por modelos de sítios de li-
gação envolvendo ensaios de competição (Jakka et al., 2015a). 
O sucesso dessa estratégia de “piramidação” baseia-se na me-
nor probabilidade de um inseto portar simultaneamente alelos 
de resistência que afetem dois genes de receptores distintos. A 
segunda geração de culturas Bt, com produção de duas toxinas 
com diferentes modos de ação contra a mesma praga, foi comer-
cializada a partir de 2002 (por exemplo, Cry1Ac e Cry2Ab2 em 
algodão Bollgard II®, Cry1Ab e Cry1Fa em milho AcreMax®). 
Esses eventos apresentaram maior controle das pragas-alvo e 
ampliaram a faixa de atividade das plantas Bt para pragas adi-
cionais que não eram efetivamente controladas por culturas Bt 
da primeira geração (toxina única) (Stewart et al., 2001).

A introdução de proteínas VIP no protocolo de tecnologias de cul-
tura Bt permitiu a comercialização de culturas com a produção de três 
toxinas com modos de ação supostamente distintos (tabela 2) como, 
por exemplo, o milho Bt produzindo Cry1Ab, Cry1Fa2 e Vip3Aa. 
No entanto, em alguns casos, algumas dessas toxinas piramida-



165

management strategy (Siegfried & Hellmich, 2012; Velez et al., 
2016). This strategy (Gould, 1998; Roush, 1998), is based on as-
sumptions of resistance alleles being recessive and initially rare, 
and in Bt plants producing a high dose of toxin sufficient to kill 
heterozygous insects (carrying one copy of the resistance allele). 
Under these conditions, a refuge of non-Bt plants in proximity 
to the Bt crop field would provide an excess of susceptible indi-
viduals to mate with rare resistance moths emerging from the Bt 
crop area. The resulting heterozygous larvae would be effectively 
controlled by the levels of toxin produced in the Bt crop, greatly 
delaying the evolution of practical resistance according to com-
puter models (Alstad & Andow, 1995). 

In addition to the high dose/refuge strategy, evolution of 
resistance to Bt crops in targeted pests is also predicted to be 
delayed by the use of “pyramided” crops (Gould, 1998), expres-
sing combinations of Bt toxins with distinct mode of action. As 
stated above, in the case of toxins produced in Bt crops, “dis-
tinct mode of action” has been synonymous with toxins binding 
to different target midgut sites as supported by binding site 
models from competition binding assays (Jakka et al., 2015a). 
The success of this “pyramiding” strategy is based on the lo-
wer probability of an insect simultaneously carrying resistance 
alleles affecting two distinct receptor genes. The second ge-
neration of Bt crops, producing two toxins with distinct mode 
of action against the same pest, were commercialized in 2002 
(for example Cry1Ac and Cry2Ab2 in Bollgard IITM. cotton, 
Cry1Ab and Cry1Fa in AcreMaxTM. corn). These events displa-
yed increased control of targeted pests and expanded the range 
of activity to additional pests not effectively controlled by first 
generation (single toxin) Bt crops (Stewart et al., 2001). In-
troduction of Vip proteins to the Bt crop technology pipeline 
has allowed commercialization of crops producing three toxins 
with putative distinct modes of action (table 2), for example 
Bt corn producing Cry1Ab, Cry1Fa2, and Vip3Aa. However, 
in some cases some of these pyramided toxins do share some 
populations of binding sites in target pests, as in the case of 
Cry1Ab, Cry1A.105 and Cry1Fa in O. nubilalis and Spodoptera 
frugiperda (Hernández-Rodríguez et al., 2013). In this case, a 
plant producing combinations of any of these proteins (table 2) 
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das compartilham populações de sítios de ligação nas pragas-al-
vo, como no caso de Cry1Ab, Cry1A.105 e Cry1Fa em O. nubilalis 
e S. frugiperda (Hernández-Rodríguez et al., 2013). Nesse caso, 
uma planta que produz combinações de qualquer uma dessas 
proteínas (tabela 2) provavelmente representaria uma combina-
ção de toxinas com um modo de ação semelhante, em vez de uma 
verdadeira piramidação de toxinas distintas, aumentando o risco 
de evolução da resistência cruzada.

Tabela 2. Lista de culturas Bt comercializadas com genes piramidados disponíveis nos EUA 
(adaptado de DiFonzo et al., 2018; e Narva et al., 2014). O sombreamento de células é para 
facilitar a leitura, e não indicativo de uma característica particular. 

As espécies-alvo incluem: BCW, lagarta-rosca (Agrotis ipsilon); CEW/BW, lagarta-da-espiga/la-
garta-do-milho (Helicoverpa zea); ECB, broca-do-milho-europeia (Ostrinia nubilalis); FAW, lagar-
ta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda); PBW, lagarta-rosada (Pectinophora gossypiella); SB, 
broca-do-caule (Papaipema nebris); SCB, broca-da-cana (Diatraea saccharalis); SWCB, bro-
ca-do-milho-do-sudoeste (Diatraea grandisoella); TAW, verdadeira-lagarta-do-cartucho (Pseu-
daletia unipuncta); TBW, lagarta-da-maçã (Chloridea virescens); WBCW, lagarta-da-espiga 
(Striacosta albicosta); WCRW, lagarta-da-raiz-do-milho-ocidental (Diabrotica virgifera virgifera).

Cultura Alvo Genes
piramidados

Nome 
comercial

Principais
pragas

alvo

Milho Lepi-
dóptera

Cry1Ab
Cry1Fa2

AcreMax
AcreMax TRIsect

AcreMax Xtra
AcreMax Xtreme
Agrisure 3120
Agrisure 3122

Agrisure Duracade 
5122

Intrasect
QROME

BCW, ECB, 
FAW, SB, SCB, 

SWCB

Cry1Ab
Cry1Fa2
Vip3Aa20

AcreMax Leptra
Agrisure Viptera 3220 

Agrisure Duracade 
5222
Leptra

BCW, CEW, 
ECB, FAW, SB, 
SCB, SWCB, 
TAW, WBC

continua
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Tabela 2. List of commercialized Bt crops with pyramided genes available in the USA (adap-
ted from DiFonzo et al., 2018; and Narva et al., 2014). Shading of cells is to facilitate reading 
and not indicative of a particular feature. 

Target species include: BCW, black cutworm (Agrotis ipsilon); CEW/BW, corn earworm/
bollworm (Helicoverpa zea); ECB, European corn borer (Ostrinia nubilalis); FAW, fall ar-
myworm (Spodoptera frugiperda); PBW, pink bollworm (Pectinophora gossypiella); SB, 
stalk borer (Papaipema nebris); SCB, sugarcane borer (Diatraea saccharalis); SWCB, 
southwestern corn borer (Diatraea grandisoella); TAW, true armyworm (Pseudaletia uni-
puncta); TBW, tobacco budworm (Chloridea virescens); WBCW, western bean cutworm 
(Striacosta albicosta); WCRW, western corn rootworm (Diabrotica virgifera virgifera).

Crop Target Pyramid Genes Trade Name Main Target 
Species

Corn Lepidop-
tera

Cry1Ab
Cry1Fa2

AcreMax
AcreMax TRIsect

AcreMax Xtra
AcreMax Xtreme
Agrisure 3120
Agrisure 3122

Agrisure Duracade 
5122

Intrasect
QROME

BCW, ECB, 
FAW, SB, SCB, 

SWCB

Cry1Ab
Cry1Fa2
Vip3Aa20

AcreMax Leptra
Agrisure Viptera 

3220 Agrisure Dura-
cade 5222

Leptra

BCW, CEW, 
ECB, FAW, SB, 
SCB, SWCB, 
TAW, WBC

continuing

would probably represent a stack of toxins with similar mode 
of action rather than a true pyramid of distinct toxins, increa-
sing the risk for the evolution of cross-resistance.
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Cultura Alvo Genes
piramidados

Nome 
comercial

Principais
pragas

alvo

Milho

Lepidóp-
tera

Cry1Ab
Vip3Aa20

Agrisure Viptera 3110
Agrisure Viptera 3111

BCW, CEW, 
ECB, FAW, 
SB, SCB, 

SWCB, TAW, 
WBC

Cry1A.105
Cry2Ab2
Cry1Fa2

Powercore
Smartstax

BCW, CEW, 
ECB, FAW, 
SB, SCB, 
SWCB

Cry1A.105
Cry2Ab2
Vip3Aa20 Trecepta

BCW, CEW, 
ECB, FAW, 
SB, SCB, 

SWCB, TAW, 
WBC

Cry1A.105
Cry2Ab2

VT Double PRO
VT Triple PRO

CEW, ECB, 
FAW, SB, 

SCB, SWCB

Coleóp-
tera

mCry3A
Cry34/35Ab1

AcreMax Xtreme
Agrisure 3122
Agrisure 3220

Intrasect Xtreme
QROME

WCRW

mCry3A
eCry3.1Ab

Agrisure Duracade 
5222

Agrisure Duracade 
5122

WCRW

Cry3Bb1
Cry34/35Ab1 Smartstax WCRW

Algodão Lepidóp-
tera

Cry1Fa2
Cry1Ac WideStrike TBW, BW, 

FAW, PBW

Cry1Ac
Cry2Ab2 Bollgard II TBW, BW, 

FAW, PBW 

Cry1Fa2
Cry1Ac

Vip3Aa19
WideStrike 3 TBW, BW, 

FAW, PBW

Cry1Ab 
Cry2Ae TwinLink TBW, BW, 

FAW, PBW

Cry1Ab
Cry2Ae

Vip3Aa19
TwinLink Plus TBW, BW, 

FAW, PBW

continuação
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Crop Target Pyramid Genes Trade Name Main Target 
Species

Corn

Lepidop-
tera

Cry1Ab
Vip3Aa20

Agrisure Viptera 3110
Agrisure Viptera 3111

BCW, CEW, 
ECB, FAW, 
SB, SCB, 

SWCB, TAW, 
WBC

Cry1A.105
Cry2Ab2
Cry1Fa2

Powercore
Smartstax

BCW, CEW, 
ECB, FAW, 
SB, SCB, 
SWCB

Cry1A.105
Cry2Ab2
Vip3Aa20 Trecepta

BCW, CEW, 
ECB, FAW, 
SB, SCB, 

SWCB, TAW, 
WBC

Cry1A.105
Cry2Ab2

VT Double PRO
VT Triple PRO

CEW, ECB, 
FAW, SB, 

SCB, SWCB

Coleóp-
tera

mCry3A
Cry34/35Ab1

AcreMax Xtreme
Agrisure 3122
Agrisure 3220

Intrasect Xtreme
QROME

WCRW

mCry3A
eCry3.1Ab

Agrisure Duracade 
5222

Agrisure Duracade 
5122

WCRW

Cry3Bb1
Cry34/35Ab1 Smartstax WCRW

Cotton Lepidóp-
tera

Cry1Fa2
Cry1Ac WideStrike TBW, BW, 

FAW, PBW

Cry1Ac
Cry2Ab2 Bollgard II TBW, BW, 

FAW, PBW 

Cry1Fa2
Cry1Ac

Vip3Aa19
WideStrike 3 TBW, BW, 

FAW, PBW

Cry1Ab 
Cry2Ae TwinLink TBW, BW, 

FAW, PBW

Cry1Ab
Cry2Ae

Vip3Aa19
TwinLink Plus TBW, BW, 

FAW, PBW

continuation
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5. Seleção da resistência em campo como  
ameaça à tecnologia Bt

A evolução da resistência é considerada a ameaça mais séria 
à sustentabilidade da tecnologia Bt; após mais de vinte anos do 
primeiro evento comercial, a seleção da resistência em campo 
foi documentada para seis espécies de lepidópteros e para uma 
espécie de coleóptero (tabela 3) (Tabashnik & Carriere, 2017). 
Pelo menos um caso de resistência em campo foi descrito para 
todas as toxinas produzidas em culturas Bt, exceto para Vip3Aa. 
É importante ressaltar que, em todos os casos de resistência do-
cumentados, a expressão da proteína Cry não representava uma 
dose “alta” suficiente para matar a praga, levando à seleção de 
insetos portadores de resistência, o que contraria um dos princí-
pios centrais da estratégia de “alta dose/refúgio”, como explica-
do acima. A falta de custos adaptativos significativos associados 
aos alelos de resistência selecionados em campo (Gassmann, 
2016; Horikoshi et al., 2016; Jakka et al., 2014b) é também um 
fator que favoreceu a evolução da resistência (Carrière et al., 
2010).

Quase 79% (quinze em dezenove) dos casos de resistência re-
latados em campo (tabela 3) foram para eventos de milho Bt. No-
toriamente, a lagarta-da-raiz-do-milho (D. virgifera virgifera) 
apresentou resistência individual ou cruzada às quatro proteínas 
Cry (Cry3Bb1, Cry34/35Ab, mCry3A e eCry3.1Ab) expressas nes-
ses eventos para o controle de coleópteros em milho Bt (Gass-
mann et al., 2014; Gassmann et al., 2016; Jakka et al., 2016). No 
caso de lepidópteros, populações de diferentes espécies de pra-
gas em locais distintos apresentaram resistência à mesma toxina 
Bt; por exemplo, três espécies distintas de pragas apresentaram 
resistência à toxina Cry1Ab em milho Bt cultivado em diferen-
tes lugares. O primeiro caso relatado foi de Busseola fusca, na 
África do Sul (Van Rensburg, 2007), seguido de S. frugiperda, 
no Brasil (Omoto et al., 2016), e H. zea, nos EUA (Dively et al., 
2016). O número elevado de espécies que apresentam resistência 
à mesma toxina pode indicar, ao menos em alguns casos, que o 
modo de ação é semelhante entre as toxinas Cry1. Assim, Cry1Ab, 
Cry1Ac, Cry1A.105 e Cry1Fa mostraram compartilhar pelo menos 
alguns sítios de ligação nos receptores presentes em S. frugiperda 
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5. Field-evolved resistance threatens sustainability  
of Bt crop technology

Currently, the evolution of resistance is considered the most 
serious threat to the sustainability of Bt crop technology. After 
more than 20 years since the first commercial event, field-evol-
ved resistance has been documented for six lepidopteran and 
one coleopteran species (table 3) (Tabashnik & Carriere, 2017). 
At least one case of field resistance has been described for all to-
xins produced in Bt crops, except for Vip3Aa. Importantly, in all 
cases of resistance documented the Cry protein produced did not 
represent a high dose for the pest evolving resistance, contrave-
ning one of the main tenets of the high dose/refuge strategy, as 
explained above. Lack of significant fitness costs associated to 
field-evolved resistance alleles (Gassmann, 2016; Horikoshi et 
al., 2016; Jakka et al., 2014b) also favors evolution of resistance 
(Carrière et al., 2010).  

Almost 79% (15 out of 19) cases of field-evolved resistance 
(table 3) have been reported for Bt corn events. Notoriously, 
the corn rootworm (D. v. virgifera) has developed resistance or 
cross-resistance to all four Cry proteins (Cry3Bb1, Cry34/35Ab, 
mCry3A, and eCry3.1Ab) targeting this coleopteran pest in Bt 
corn (Gassmann et al., 2014; Gassmann et al., 2016; Jakka et al., 
2016). In the case of Lepidoptera, populations of different pest 
species at distinct locations have developed resistance to the 
same Bt toxin. For instance, three distinct pest species have de-
veloped resistance to Cry1Ab in Bt corn in different geographic 
locations. The first reported case was Busseola fusca in South 
Africa (van Rensburg, 2007), followed by S. frugiperda in Brazil 
(Omoto et al., 2016) and H. zea in the USA (Dively et al., 2016). 
This high number of species developing resistance to the same 
toxin may be a result, at least in some cases, of a similar mode 
of action between Cry1 toxins. Thus, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1A.105, 
and Cry1Fa have been shown to share at least some binding 
sites in S. frugiperda (Hernández-Rodríguez et al., 2013) and 
H. zea (Hernández & Ferré, 2005). Consequently, resistance to 
Cry1Fa2 in S. frugiperda in Brazil (Farias et al., 2014) probably 
resulted in cross-resistance to Cry1Ab (Omoto et al., 2016). Si-
milarly, resistance in H. zea to Cry1Ab produced in Bt sweet corn 
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(Hernández-Rodríguez et al., 2013) e H. zea (Hernández & Ferré, 
2005). Dessa forma, a resistência a Cry1Fa2 em S. frugiperda no 
Brasil (Farias et al., 2014) provavelmente resultou em resistên-
cia cruzada com a toxina Cry1Ab (Omoto et al., 2016). Da mesma 
forma, a resistência de H. zea a Cry1Ab expressa em milho-doce 
Bt ajudaria a explicar a eficácia reduzida descrita para híbridos de 
milho que expressam Cry1A.105 e Cry2Ab2 (Dively et al., 2016), 
pois esses híbridos representariam um único evento de toxina 
para H. zea resistente a Cry1Ab.

Tabela 3. Lista de espécies que registraram casos de resistência a culturas Bt. O sombrea-
mento de células é para facilitar a leitura, e não indicativo de uma característica particular.

Toxina Inseto Local Cultura Primeira
descrição

Cry1Ab

Busseola 

fusca

África 
do Sul Milho (Van Rensburg, 2007)

Helicoverpa 

zea
EUA Milho (Dively et al., 2016)

aSpodoptera 

frugiperda
Brasil Milho (Omoto et al., 2016)

Cry1Fa2

Striacosta 

albicosta 
EUA Milho (Ostrem et al., 2016)

Striacosta 

albicosta

Cana-
dá Milho (Smith et al., 2017)

Spodoptera 

frugiperda
EUA Milho (Huang et al., 2014)

Spodoptera 

frugiperda
bEUA Milho (Storer et al., 2010)

Spodoptera 

frugiperda
Brasil Milho (Farias et al., 2014)

Spodoptera 

frugiperda

Ar-
genti-

na
Milho (Chandrasena et al., 

2018)

continua
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Table 3. List of species that with reported cases of resistance to Bt crops. 
Shading of cells is to facilitate reading and not indicative of a particular feature.

Toxin Insect Loca-
tion Crop First Report

Cry1Ab

Busseola 

fusca

South 
Africa Corn (Van Rensburg, 2007)

Helicoverpa 

zea
USA Corn (Dively et al., 2016)

aSpodoptera 

frugiperda
Brazil Corn (Omoto et al., 2016)

Cry1Fa2

Striacosta 

albicosta 
USA Corn (Ostrem et al., 2016)

Striacosta 

albicosta

Cana-
da Corn (Smith et al., 2017)

Spodoptera 

frugiperda
USA Corn (Huang et al., 2014)

Spodoptera 

frugiperda
bUSA Corn (Storer et al., 2010)

Spodoptera 

frugiperda
Brazil Corn (Farias et al., 2014)

Spodoptera 

frugiperda

Ar-
genti-

na
Corn (Chandrasena et al., 

2018)

would help explain reduced efficacy described for corn hybrids 
producing Cry1A.105 and Cry2Ab2 (Dively et al., 2016), as these 
hybrids would represent a single toxin event for Cry1Ab-resis-
tant H. zea. 

continuing
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Toxina Inseto Local Cultura Primeira
descrição

Cry1Ac

cHelico-

verpa zea
EUA Algodão (Ali et al., 2006)

Pecti-

nophora 

gos-

sypiella

Índia Algodão (Dhurua & Gujar, 2011)

Cry1A.105

Diatraea 

saccha-

ralis

Argen-
tina Milho (Grimi et al., 2018)

dHelico-

verpa zea
EUA Milho (Dively et al., 2016)

Cry2Ab

cHelico-

verpa zea
EUA Algodão (Ali & Luttrell, 2007)

Pecti-

nophora 

gos-

sypiella

Índia Algodão (Kranthi, 2015)

Cry3Bb
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

EUA Milho (Gassmann et al., 2011)

Cry34/35Ab1
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

EUA Milho (Gassmann et al., 2016)

mCry3A
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

EUA Milho (Gassmann et al., 2014)

eCry3.1Ab
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

EUA Milho (Jakka et al., 2016)

a Indistinguível da resistência a Cry1Fa2
b Porto Rico
c  Nenhum caso publicado de falha de controle em larga escala
d Indistinguível da resistência a Cry1Ab

continuação
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Toxin Insect Loca-
tion Crop First Report

Cry1Ac

cHelico-

verpa zea
USA Cotton (Ali et al., 2006)

Pecti-

nophora 

gos-

sypiella

India Cotton (Dhurua & Gujar, 2011)

Cry1A.105

Diatraea 

saccha-

ralis

Argen-
tina Corn (Grimi et al., 2018)

dHelico-

verpa zea
USA Corn (Dively et al., 2016)

Cry2Ab

cHelico-

verpa zea
USA Cotton (Ali & Luttrell, 2007)

Pecti-

nophora 

gos-

sypiella

India Cotton (Kranthi, 2015)

Cry3Bb
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

USA Corn (Gassmann et al., 2011)

Cry34/35Ab1
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

USA Corn (Gassmann et al., 2016)

mCry3A
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

USA Corn (Gassmann et al., 2014)

eCry3.1Ab
Diabrotica 

virgifera 

virgifera

USA Corn (Jakka et al., 2016)

a Indistinguishable from resistance to Cry1Fa2
b Puerto Rico
c No published evidence of widespread crop failures
d Indistinguishable from resistance to Cry1Ab

continuation
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Outros fatores que poderiam ter contribuído para aumentar o 
número de relatos de resistência às culturas Bt em Lepidoptera 
são o comportamento migratório de longo alcance e a polifagia 
da praga-alvo. Sendo assim, acredita-se que a migração de longo 
alcance de S. frugiperda possa ter contribuído para a disper-
são da resistência ao milho Cry1Fa2 de Porto Rico para os EUA 
(Huang et al., 2014). No entanto, evidências atuais baseadas 
em screening de DNA confirmam que S. frugiperda resistente a 
Cry1Fa2 de Porto Rico não migrou para fora da ilha (Banerjee et 
al., 2017). A polifagia e a alternância de hospedeiro, como rela-
tado para H. zea (Gould et al., 2002), sugerem que esses insetos 
podem ser expostos a diferentes culturas Bt que produzem toxi-
nas similares durante seu ciclo migratório anual, aumentando a 
pressão para a evolução da resistência. Por outro lado, a polifa-
gia também pode ser benéfica para retardar a resistência às cul-
turas Bt, pois os hospedeiros alternativos podem servir, em al-
guns casos, como refúgio natural, mantendo adultos suscetíveis 
para reduzir o risco de evolução da resistência, como estimado 
no caso de Helicoverpa spp. em algodão Bt (Head et al., 2010; 
Ravi et al., 2005; Wu et al., 2002). No caso de S. frugiperda, a 
existência de diferenciação genética associada ao hospedeiro, na 
forma de populações/variedade em milho e arroz (Pashley et al., 
1992), pode dificultar os esforços para controlar e reduzir o risco 
de resistência, pois os alelos de resistência podem ser transmiti-
dos entre linhagens morfologicamente indistinguíveis (Nagoshi 
et al., 2017a) e mantidos em populações que favorecem cultivos 
não Bt como hospedeiros. Mais estudos são necessários para en-
tender o impacto da diferenciação genética associada ao hospe-
deiro para estabelecer estratégias de manejo de resistência para 
as culturas Bt. 

Dentro das espécies relatadas e que apresentaram mecanis-
mo de evolução da resistência às culturas Bt, S. frugiperda des-
taca-se por ter apresentado resistência em pelo menos seis lo-
calizações geográficas distintas em três países, incluindo Porto 
Rico (Storer et al., 2010), Flórida e Carolina do Norte (Huang et 
al., 2014) nos EUA, nas regiões da Bahia e do cerrado, no Bra-
sil (Monnerat et al., 2015; Farias et al., 2014), e na região nor-
te da Argentina (Chandrasena et al., 2018). O atual modelo de 
comportamento migratório e de troca genética entre populações 
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Other factors that could have contributed to increase the 
number of resistance reports to Bt crops in Lepidoptera is the 
long range migratory behavior and polyphagia of targeted pest 
species. For instance, long range migration of S. frugiperda was 
hypothesized to have contributed to dispersal of resistance to 
Cry1Fa2 corn from Puerto Rico into continental USA (Huang et 
al., 2014). However, current evidence from DNA-based scree-
ning supports that Cry1Fa2 resistant S. frugiperda from Puerto 
Rico have not migrated outside of the island (Banerjee et al., 
2017). Polyphagia and host alternation, as reported for H. zea 
(Gould et al., 2002) suggests that these insects may be exposed 
to different Bt crops producing similar toxins during their annual 
migratory cycle, increasing pressure for evolution of resistance. 
Alternatively, polyphagia may also be beneficial to delay resis-
tance to Bt crops, as alternative hosts may serve in some cases as 
natural refuge supplying susceptible moths to reduce the risk 
of resistance evolution, as estimated in the case of Helicoverpa 
spp. and Bt cotton (Head et al., 2010; Ravi et al., 2005; Wu et 
al., 2002). In the case of S. frugiperda, the existence of host-
-associated genetic differentiation in the form of corn and rice 
strains (Pashley et al., 1992) may make efforts to control and 
reduce the risk of resistance more difficult, as resistance alleles 
may be transmitted between morphologically indistinguishable 
strains (Nagoshi et al., 2017a) and maintained in populations 
that favor non-Bt crops as hosts. More information is needed to 
understand the impact of host-associated genetic differentiation 
on resistance management strategies for Bt crops.

Within the species reported to evolve resistance to Bt crops, S. 
frugiperda is notorious for developing resistance in at least six 
distinct geographic locations in three countries, including Puer-
to Rico (Storer et al., 2010), Florida and North Carolina (Huang 
et al., 2014) in the USA, the Bahia and Cerrado regions in Bra-
zil (Farias et al., 2014; Monnerat et al., 2015) and the northern 
region of Argentina (Chandrasena et al., 2018). The current 
model for migratory behavior and genetic exchange between 
populations of S. frugiperda (Nagoshi et al., 2017b; Nagoshi et 
al., 2012) supports that resistance in Argentina and Brazil. Mo-
reover, in the last couple of years S. frugiperda has established 
itself as a devastating exotic pest in the African continent (Day 
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de S. frugiperda (Nagoshi et al., 2017b; Nagoshi et al., 2012) 
sustenta essa resistência na Argentina e no Brasil; além disso, 
estudos demonstram que, nos últimos dois anos, populações de 
S. frugiperda estabeleceram-se como praga exótica devastadora 
no continente africano (Day et al., 2017); análises de haplótipos 
moleculares sugerem a introdução de indivíduos de S. frugiperda 
da população da Flórida/Porto Rico em populações estabelecidas 
na África (Nagoshi et al., 2018), mas, quando testados, esses in-
setos não carregavam o alelo de resistência detectado em Porto 
Rico (Nagoshi et al., 2017c).

O processo atual de evolução da resistência às culturas Bt 
coloca em evidência a necessidade de toxinas alternativas para 
piramidação. Por exemplo, nos EUA, tem sido relatada para po-
pulações de H. zea resistência a todas as toxinas Cry1 e Cry2 
produzidas pelo algodão e pelo milho Bt; isso sugere que Vip3Aa 
é a única toxina ativa comercializada que controla a praga nos 
EUA. Do mesmo modo, a resistência a todas as toxinas Cry1 em 
populações de S. frugiperda sugere que apenas Cry2Ab e 
Vip3Aa permanecem como opções válidas para o controle de 
S. frugiperda, embora alelos de resistência a ambas as toxinas 
tenham sido isolados de populações de campo nos EUA (Niu et 
al., 2016, Yang et al., 2017). Além disso, a toxina Vip3Aa é pro-
duzida por eventos de algodão Bt e milho Bt (tabela 2), sugerindo 
o aumento da pressão para a evolução da resistência à toxina em 
H. zea e S. frugiperda. Infelizmente, no presente momento, não 
há eventos de algodão Bt que produzam simultaneamente 
Cry2Ab e Vip3Aa; essa combinação de toxinas proporcionaria 
o controle de insetos lepidópteros resistentes a Cry1 e represen-
taria a junção de dois modos de ação distintos, reduzindo o risco 
de evolução da resistência. Em contraste, considerando os casos 
relatados de resistência em campo às toxinas Cry1, eventos pi-
ramidados produtores das toxinas Cry2Ab ou Vip3Aa com toxi-
nas Cry1 podem representar um único evento de modo de ação 
da toxina e a possibilidade de seleção sequencial de resistência. 
Práticas mais eficazes de manejo da resistência e piramidação 
com toxinas com modos de ação diferentes são necessárias para 
garantir a sustentabilidade do controle dessas espécies de pra-
gas pelas culturas Bt.

O estudo de Baum et al. (2007) demonstrou que D. v. virgifera 
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et al., 2017). Molecular haplotype analyses suggest introduction 
of S. frugiperda from the Florida/Puerto Rico population into 
Africa (Nagoshi et al., 2018), yet when tested these insects did 
not carry the resistance allele detected in Puerto Rico (Nagoshi 
et al., 2017c).

The current status of resistance to Bt crops highlights the 
critical need for alternative toxins for pyramiding efforts. For 
example, resistance to all Cry1 and Cry2 toxins produced by Bt 
cotton and Bt corn has been reported for populations of H. zea 
in the USA. This observation suggests that Vip3Aa is the only 
remaining active commercialized toxin controlling this pest in 
the USA. Similarly, resistance to all Cry1 toxins in populations 
of S. frugiperda suggests that only Cry2Ab and Vip3Aa remain 
as valid options to control S. frugiperda, although resistance al-
leles to both toxins have been isolated from field populations in 
the USA (Niu et al., 2016; Yang et al., 2017). Furthermore, the 
Vip3Aa toxin is produced by both Bt cotton and Bt corn events 
(table 2), suggesting increased pressure for evolution of resis-
tance to this toxin in H. zea and S. frugiperda. Unfortunately, 
there are currently no Bt corn or Bt cotton events producing 
simultaneously Cry2Ab and Vip3Aa toxins. This combination 
of toxins would provide control of Cry1-resistant lepidopteran 
insects and represent a true pyramid of two distinct modes of 
action, reducing the risk of resistance evolution. In contrast, 
considering the reported cases of field resistance to Cry1 toxins, 
pyramided events producing Cry2Ab or Vip3Aa with Cry1 toxins 
may represent a single toxin event and a case for sequential se-
lection of resistance. Clearly more effective resistance manage-
ment practices and pyramiding of new modes of action are nee-
ded to secure sustainability of control for these pest species by 
Bt crops. 

For the only coleopteran pest targeted by Bt crops, D. v. virgifera, 
localized resistance or cross-resistance has been described to all 
proteins produced by Bt corn events. Insecticidal gene silencing 
by RNA interference has been proposed as a new mode of action 
in pyramiding efforts with Bt toxins for control of D. v. virgifera 
(Baum et al., 2007). The possibility of using RNAi in Bt cotton to 
control Helicoverpa armigera has also been suggested (Ni et al., 
2017), but currently insecticidal RNAi technology is not deemed 
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virgifera, única praga de coleóptero alvo das culturas Bt, apre-
sentou resistência simples ou cruzada para todas as proteínas 
produzidas por eventos de milho Bt. Como alternativa tem sido 
proposto o silenciamento de genes por RNA de interferência 
(RNAi) para piramidação com toxinas Bt, objetivando o contro-
le de D. v. virgifera (Baum et al., 2007). A possibilidade de usar 
RNAi no algodão Bt para controlar H. armigera também foi su-
gerida (Ni et al., 2017), mas, atualmente, a tecnologia de RNAi 
inseticida não é considerada eficaz no controle de lepidópteros-
-praga (Shukla et al., 2016).

6. Mecanismos de resistência às culturas Bt

Apesar do número crescente de casos relatados de resistên-
cia em campo para as culturas Bt (Tabashnik & Carriere, 2017), 
há pouca informação disponível sobre mecanismos e genes res-
ponsáveis. Em D. v. virgifera, um grupo simples de padrão de 
herança autossômico foi associado à resistência de Cry3Bb1 em 
populações derivadas de campo (Flagel et al., 2015). Nesse caso, 
a resistência foi recessiva, e os marcadores genéticos para este 
locus foram capazes de predizer o fenótipo de resistência em in-
divíduos de D. v. virgifera coletados em campo. O locus genético 
em questão incluía 39 genes preditos, entre eles um gene da sub-
família B do transportador ABC, um candidato a receptor de to-
xina Cry. No entanto, não há dados suficientes que demonstrem 
o papel da ligação reduzida a toxinas na evolução da resistência 
de D. v. virgifera em campo, expostas a toxinas expressas por 
milho Bt.

Nos casos em que as toxinas não partilham os mesmos sítios 
de ligação, o fenótipo que apresenta resistência cruzada pode ser 
altamente informativo sobre o papel potencial da alteração da li-
gação da toxina na resistência selecionada em campo. Na Índia, 
relatou-se não haver resistência cruzada à toxina Cry2Ab2 em 
lagartas-rosadas (Pectinophora gossypiella), que são resisten-
tes à toxina Cry1Ac expressa em algodão Bt, evidenciando haver 
envolvimento de alterações nos sítios de ligação à toxina Cry1Ac, 
que não são diferentes dos sítios de ligação à toxina Cry2Ab2 
(Gonzalez-Cabrera et al., 2003). Análises moleculares mostra-
ram que a resistência em P. gossypiella na Índia estava ligada à 
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effective in controlling lepidopteran pests (Shukla et al., 2016).
 

6. Mechanisms of resistance to Bt crops

Despite the growing number of reported cases of field-evol-
ved resistance to Bt crops (Tabashnik & Carriere, 2017), there 
is scarce information available on the mechanisms and genes 
responsible. In D. v. virgifera, a single autosomal linkage group 
was associated with field derived Cry3Bb1-resistance (Flagel et 
al., 2015). Resistance in this case was nearly completely recessi-
ve and genetic markers at the identified locus were predictive of 
the resistance phenotype in field-collected D. v. virgifera. The 
genetic locus included 39 predicted genes, among them a predic-
ted ABC transporter subfamily B gene, a putative candidate Cry 
toxin receptor. However, there is no available data demonstra-
ting the role of reduced toxin binding in field-evolved resistance 
to toxins produced by Bt corn in D. v. virgifera.

In cases were toxins do not share binding sites, the cross-re-
sistance phenotype could be highly informative on the potential 
role of altered toxin binding in field-evolved resistance. Thus, lack 
of cross-resistance to Cry2Ab2 in pink bollworm (Pectinophora 
gossypiella) from India resistant to Cry1Ac produced in Bt cotton 
would support involvement of alterations in Cry1Ac binding sites, 
which are not shared with Cry2Ab2 (Gonzalez-Cabrera et 
al., 2003). Molecular analyses determined that resistan-
ce in P. gossypiella from India was linked to missplicing of 
transcripts for a cadherin gene (Fabrick et al., 2014), a putative 
Cry1Ac-receptor in that insect (Fabrick & Tabashnik, 2007). Se-
mi-quantitative evaluation of Cry1Ac binding to midgut brush 
border membrane vesicles (BBMV) of P. gossypiella determi-
ned reduced binding in the BBMV from the larvae resistant to 
Cry1Ac cotton compared to susceptible larvae (Ojha et al., 2014). 

The most complete mechanistic description of resistance to 
a Bt crop currently available is the case of resistance to Bt corn 
producing the Cry1Fa2 toxin in S. frugiperda from Puerto Rico. 
Cross-resistance phenotypes in diverse S. frugiperda colonies 
form Puerto Rico clearly supported  cross-resistance to Cry1A but 
not to Cry1Ca, Cry2A, or Vip3Aa toxins (Jakka et al., 2015b; Ja-
kka et al., 2014a; Vélez et al., 2013). Considering the current mo-
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excisão de transcritos para um gene da caderina (Fabrick et al., 
2014), um suposto receptor da toxina Cry1Ac presente no inseto 
(Fabrick & Tabashnik, 2007). A avaliação semiquantitativa da 
ligação de Cry1Ac às vesículas da membrana da borda escova-
da (BBMV) do intestino médio de P. gossypiella apontou para 
a redução da ligação na BBMV de larvas resistentes ao algodão 
Cry1Ac em comparação às larvas suscetíveis (Ojha et al., 2014).

Atualmente, a melhor descrição do mecanismo de resistên-
cia a uma cultura Bt é o caso do milho Bt expressando a toxina 
Cry1Fa2 em S. frugiperda, que ocorreu em Porto Rico. Fenótipos 
de resistência cruzada em diversas populações de S. frugiperda 
demonstraram resistência cruzada de Cry1F com a toxina Cry1A, 
mas não com as toxinas Cry1Ca, Cry2A ou Vip3Aa (Jakka et al., 
2015b; Jakka et al., 2014a; Vélez et al., 2013). Considerando 
o modelo atual de sítio de ligação para o inseto (Jakka et al., 
2015a), o fenótipo observado que apresentou resistência cruza-
da indica a alteração no sítio de ligação Cry1A-Cry1Fa comparti-
lhado em insetos resistentes.

Agregue-se ainda que uma caracterização de mecanismo de 
ação foi realizada em uma linhagem de S. frugiperda resistente 
ao milho Cry1Fa2 denominada 456, originária de uma criação 
em Porto Rico (Blanco et al., 2010). Os resultados dos ensaios 
quantitativos de ligação à toxina demonstraram claramente uma 
ligação reduzida de Cry1Fa, Cry1Ab e Cry1Ac (mas não Cry1Ca) 
em BBMV da linhagem 456 em comparação com uma linha-
gem de S. frugiperda suscetível (Jakka et al., 2015b). O perfil 
do transcritoma identificou um transcrito do transportador C2 
da subfamília ABC (SfABCC2) que, em larvas da linhagem 456, 
continham a inserção de dois pares de bases não encontrada em 
insetos suscetíveis (Banerjee et al., 2017). Essa mutação foi de-
nominada alelo SfABCC2mut e resultou em um códon de parada 
prematuro e uma proteína SfABCC2 truncada predita. Os resul-
tados dos ensaios funcionais com células do inseto cultivadas ex-
pressando as proteínas SfABCC2 e SfABCC2mut demonstraram 
que SfABCC2 é um receptor funcional que serve como sítio de li-
gação para as proteínas Cry1Fa-Cry1A. No alelo mutado SfABC-
C2mut, a função foi perdida (Banerjee et al., 2017); os testes de 
retrocruzamento demonstraram que há uma relação direta entre 
SfABCC2mut e a resistência ao milho Bt expressando a proteína 
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del of binding site for this insect (Jakka et al., 2015a), the obser-
ved cross-resistance phenotype supported alteration of a shared 
Cry1A-Cry1Fa binding site in resistant insects. Further mechanis-
tic characterization has been performed on a S. frugiperda strain 
resistant to Cry1Fa2 corn named 456, which was originated from 
collections in Puerto Rico (Blanco et al., 2010). Results from 
quantitative toxin binding assays clearly demonstrated redu-
ced binding of Cry1Fa, Cry1Ab, and Cry1Ac (but not Cry1Ca) in 
BBMV from the 456 compared to a susceptible S. frugiperda 
strain (Jakka et al., 2015b). Transcriptome profiling identified 
an ABC subfamily C2 transporter transcript (SfABCC2) which 
in larvae from the 456 strain contained a two base pair inser-
tion not found in susceptible insects (Banerjee et al., 2017). This 
mutation was named as the SfABCC2mut allele and resulted in a 
premature stop codon and a predicted truncated SfABCC2 pro-
tein. Results from functional assays with cultured insect cells ex-
pressing SfABCC2 and SfABCC2mut proteins demonstrated that 
SfABCC2 is a shared functional Cry1Fa-Cry1A receptor and that 
this receptor functionality is eliminated in the SfABCC2mut alle-
le (Banerjee et al., 2017). Backcross tests supported tight linka-
ge between SfABCC2mut and resistance to Bt corn producing 
the Cry1Fa2-protein. Moreover, a genotyping test detecting the 
SfABCC2mut allele detected increasing frequency of the allele 
in S. frugiperda collections from Puerto Rico from the earliest 
samples tested (2007). Currently, the estimated frequency of 
SfABCC2mut in Puerto Rico is 0.55 (Banerjee et al., 2017). 
This high frequency is in agreement with the sustained levels 
of resistance to Cry1Fa2 corn observed in the island since first 
reported  (Storer et al., 2012), which would be expected from the 
lack of significant fitness costs associated with the SfABCC2mut 
allele  (Jakka et al., 2014b). Preliminary work supports that the 
S. frugiperda carrying the SfABCC2mut allele have not disper-
sed to migratory destinations in the Caribbean or into mainland 
USA (Banerjee et al., 2017), and that it is not present in invasive 
S. frugiperda in Africa (Nagoshi et al., 2017c).
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Cry1Fa2. Além disso, em um teste de genotipagem que detecta o 
alelo SfABCC2mut, observou-se uma frequência crescente desse 
alelo nas populações de S. frugiperda coletadas em Porto Rico a 
partir das primeiras amostras testadas (2007). 

No momento, a frequência alélica estimada de SfABCC2mut 
em Porto Rico é de 0,55 (Banerjee et al., 2017); tais dados refor-
çam os resultados iniciais de resistência ao milho Cry1Fa2 ob-
servados na ilha desde o primeiro relato (Storer et al., 2012), o 
que seria esperado, uma vez que não houve custo significativo de 
adaptação associado à presença do alelo SfABCC2mut (Jakka et 
al., 2014b). Trabalhos preliminares mostraram que lagartas de 
S. frugiperda portadoras do alelo SfABCC2mut não se dispersa-
ram para destinos migratórios no Caribe ou nos EUA continen-
tais (Banerjee et al., 2017), tampouco está presente em lagartas 
de S. frugiperda na África (Nagoshi et al., 2017c).

7. Conclusões

Culturas transgênicas produtoras de proteínas inseticidas Bt 
revolucionaram o controle de pragas na agricultura; a taxa de 
adoção da tecnologia apresenta aumento constante desde a pri-
meira comercialização, o que resulta em benefícios importantes 
para os produtores e para o meio ambiente. O controle bem-su-
cedido em campo tem sido observado em espécies-alvo primá-
rias, para as quais as culturas representam uma dose elevada de 
toxina Bt. O controle regional dessas espécies de pragas ampliou 
os benefícios até mesmo para os agricultores que não adotaram 
a tecnologia; a estratégia de alta dose/refúgio contribuiu para 
retardar a resistência aos cultivos Bt, mas a violação das reco-
mendações — baixa adesão ao refúgio obrigatório, uso simultâ-
neo de proteínas Bt com modo de ação similar e culturas Bt não 
expressando uma dose alta para algumas pragas — resultou em 
um número crescente de casos de resistência selecionados em 
campo em todo o mundo. Em Lepidoptera, a resistência é mais 
comum em milho Bt, quando comparada ao algodão Bt, e há 
mais casos relatados de resistência à toxina Cry1 em compara-
ção às toxinas Cry2, sem casos relatados de resistência a Vip3Aa. 

Populações da lagarta-da-raiz do milho (D. v. virgifera), 
atualmente a única praga de coleópteros visada por culturas Bt, 
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7. Conclusions

Transgenic crops producing insecticidal proteins from Bt have 
revolutionized pest control in agriculture. The rate of adoption 
for this technology has shown a constant increase since first com-
mercialization, and has resulted in important benefits for growers 
and the environment. Successful area wide control has been ob-
served for primary targeted species for which the crops represent 
a high dose of Bt toxin. Regional control of these pest species ex-
tended benefits even to farmers not adopting the technology. The 
high dose/refuge strategy has contributed to delay resistance to 
Bt crops, but violation of assumptions, including low compliance 
with mandated refuge, simultaneous use of Bt proteins with simi-
lar mode of action, and Bt crops not representing a high dose for 
some pests, has resulted in an increasing number of field-evolved 
resistance cases worldwide. In Lepidoptera, resistance is most 
common in Bt corn compared to Bt cotton, and there are more 
reported cases of resistance to Cry1 compared to Cry2 toxins, with 
no reported cases of resistance to Vip3Aa.

 Populations of rootworms(D. v. virgifera), currently the only 
coleopteran pest targeted by Bt crops, have developed resistance 
to all toxins produced by Bt corn to control them. Pyramiding of 
novel insecticidal proteins with truly new modes of action, and 
the development of insecticidal gene silencing by RNAi, will pro-
vide tools to improve sustainability and expand efficacy of Bt crop 
technology. Optimization of mandated resistance management 
strategies will also be required to increase durability of Bt crops.
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tiveram resistência selecionada a todas as toxinas produzidas 
pelo milho Bt para controlá-las. A piramidação de novas pro-
teínas inseticidas com modos de ação verdadeiramente novos 
e o desenvolvimento do silenciamento de genes inseticidas por 
RNAi fornecerão ferramentas para melhorar a sustentabilidade 
e expandir a eficácia da tecnologia de cultura Bt. A otimização de 
estratégias de manejo de resistência obrigatórias também será 
necessária para aumentar a durabilidade das culturas Bt.
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CAPÍTULO 5

 Manejo da resistência  
no campo com plantas Bt
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Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília/DF

Bruce Tabashnik
Departamento de Entomologia - Universidade do Arizona, EUA

Plantas geneticamente modificadas expressando genes que 
conferem resistência a herbicidas e a pragas têm sido utiliza-
das em campo desde os anos 1990. A China foi a pioneira, tendo 
permitido, em 1992, o comércio de plantas de tabaco resistente 
a vírus (James, 2016). Desde então, segundo dados do Serviço 
Internacional para a Aquisição de Aplicações em Agrobiotec-
nologia (ISAAA), a área total de culturas transgênicas plantada 
continua a aumentar anualmente, com 185,1 milhões de hecta-
res cultivados em 26 países em 2016, sendo 91,4 milhões de hec-
tares de soja, 60,6 de milho e 22,3 de algodão (James, 2016). Os 
Estados Unidos lideram a área de cultivo de transgênicos, com 
72,9 milhões de hectares, seguidos do Brasil, com 49,1 milhões 
de hectares, e Argentina, com 23,8 milhões (James, 2016); a li-
beração comercial nos vários países ocorreu de forma distinta, 
seguindo a legislação em vigor em cada um. 

Na tabela 1 são apresentados os países que produzem trans-
gênicos em áreas superiores a 0,1 milhão de hectares, a área 
plantada e as culturas (James, 2016).
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Tabela 1. Países, área plantada e plantas transgênicas cultivadas nos países com área 
superior a 0,1 milhão de hectares.

País
Área 

(milhões de 
hectares)

Plantas transgênicas

Estados Unidos 72,9 Soja, milho, algodão, canola, alfafa, papaia, 
batata, beterraba

Brasil 49,1 Soja, milho e algodão

Argentina 23,8 Soja, milho e algodão

Canadá 11,6 Soja, milho, canola e beterraba

Índia 10,8 Algodão

Paraguai 3,6 Soja, milho e algodão

Paquistão 2,9 Algodão

China 2,8 Algodão, papaia, álamo 

África do Sul 2,7 Milho, soja e algodão

Uruguai 1,3 Soja e milho

Bolívia 1,2 Soja

Austrália 0,9 Algodão e canola

Filipinas 0,8 Milho

Mianmar 0,3 Algodão

Espanha 0,1 Milho

Sudão 0,1 Algodão

México 0,1 Algodão, soja, milho

Colômbia 0,1 Algodão, milho

Dentre as tecnologias disponíveis destacam-se as plantas 
que sintetizam proteínas tóxicas da bactéria Bacillus thurin-
giensis (Bt); as chamadas toxinas Bt são utilizadas em controle 
de insetos desde os anos 1960, na forma de bioinseticidas à base 
de estirpes nativas (Monnerat et al., 2015a). Nesses produtos, a 
bactéria produz protoxinas que são ativadas ao serem ingeridas 
pelo inseto; o processo de ativação dá-se pela solubilização das 
protoxinas pelo pH intestinal do inseto e pela ativação propria-
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mente dita por enzimas digestivas. Em seguida, as toxinas ativa-
das ligam-se a receptores presentes no intestino dos insetos, o 
que causa alteração na permeabilidade da membrana, desequilí-
brio osmótico e ruptura do epitélio intestinal, levando o inseto à 
morte (Soberon et al., 2016). 

Com o avanço da biotecnologia, os genes codificadores de to-
xinas foram inseridos em plantas, que passaram a expressá-los. 
Diferentemente das estirpes que produzem as protoxinas, as 
plantas produzem a toxina já ativada, pronta para ser reconheci-
da pelos receptores do intestino dos insetos. As primeiras plan-
tas Bt foram desenvolvidas para produzirem as proteínas crista-
linas (Cry); já as mais recentes produzem a proteína inseticida 
vegetativa (VIP). Na maioria dos insetos, essas duas classes de 
proteínas apresentam modos de ação distintos, sendo, portanto, 
boas ferramentas para evitar a seleção de populações resistentes 
(Tabashnik & Carrière, 2017). 

As vantagens da utilização de proteínas Bt incluem alta especi-
ficidade e toxicidade às pragas-alvo e ausência de efeitos tóxicos 
aos inimigos naturais e outros seres vivos (Soberon et al., 2016).

Essas plantas têm sido utilizadas a campo no mundo desde 
1996 e são uma ferramenta importante para o controle de inse-
tos e redução da aplicação de produtos químicos (Tabashnik 
et al., 2013). A área plantada com culturas Bt aumentou de 
1,1 milhão de hectares, em 1996, para 98,5 milhões, em 2016, 
sendo que milho, algodão e soja representaram mais de 99% do 
total (Tabashnik & Carrière, 2015; 2017). 

1. Evolução da resistência no mundo

As plantas Bt vieram com o propósito de revolucionar o con-
trole de pragas; entretanto, sua eficácia pode ser reduzida pela 
evolução de resistência em insetos-alvo, com consequente perda 
de eficácia. A velocidade da evolução é consistente com as previ-
sões da teoria evolutiva; como esperado de experiências em pe-
quena escala e modelos de computador simulando genética po-
pulacional de insetos, três fatores foram associados à resistência 
retardada: uma baixa frequência inicial de alelos que confere re-
sistência, herança recessiva de resistência e áreas de refúgio de 
plantas hospedeiras não Bt próximas a culturas de plantas Bt. As 
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áreas de refúgio consistem de plantas que não produzem toxinas 
Bt e, portanto, permitem a sobrevivência de pragas suscetíveis 
que poderão acasalar com insetos expostos à toxina. 

A evidência do campo sugere que as áreas de refúgio têm aju-
dado a atrasar a resistência da praga às culturas Bt. Por exem-
plo, a lagarta-rosada foi selecionada para resistência ao algo-
dão Bt rapidamente no oeste da Índia, mas não no sudoeste 
dos Estados Unidos; ambos os países tinham regulamentos que 
exigiam refúgios de algodão não Bt plantado perto do algodão 
Bt. No entanto, os agricultores plantaram refúgios nos Estados 
Unidos, mas não na Índia. Embora outras diferenças entre os 
países pudessem ter também influenciado a evolução da resis-
tência, o contraste impressionante em conformidade com os re-
gulamentos de áreas de refúgio parece ter desempenhado um 
papel fundamental. Comparações entre a Austrália e os Estados 
Unidos entre três espécies de pragas do gênero Helicoverpa 
também apoiam a ideia de que os refúgios têm retardado a evo-
lução da resistência das pragas às culturas Bt. Para essas pragas, 
os requisitos de refúgio da Austrália para o algodão Bt foram 
mais rigorosos do que os dos Estados Unidos, e o resultado na 
Austrália foi melhor (Tabashnik & Carrière, 2015; 2017).

Além do refúgio, o outro fator importante é que as plantas 
atendam ao padrão de “alta dose”; o padrão é cumprido quando 
as plantas produzem uma concentração de toxina alta o suficien-
te para matar todos ou quase todos os indivíduos heterozigóticos 
para resistência. Segundo a Environmental Protection Agency 
(EPA), para que as plantas Bt atendam ao padrão alta dose, elas 
devem matar mais de 99,99% de pragas suscetíveis no campo. 
A teoria e os dados relevantes mostram que se o padrão de alta 
dose for cumprido, a resistência pode ser adiada com refúgios 
limitados. Por outro lado, se o critério não for cumprido, prova-
velmente serão necessários refúgios abundantes para diminuir 
substancialmente a resistência. Portanto, a avaliação sistemáti-
ca desse critério pode ser usada proativamente para melhorar o 
gerenciamento de resistência. Além disso, se o relatório dos re-
sultados da avaliação do critério tornar-se uma prática padrão, 
os dados disponíveis para testar as previsões aumentarão de for-
ma constante, facilitando aprimoramentos nas estratégias de ge-
renciamento de resistência (Tabashnik & Carrière, 2015; 2017).
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Em levantamento recente realizado pela equipe liderada pelo 
Dr. Bruce Tabashnik, existem mais de mil trabalhos publicados 
sobre o tema resistência no período de 2013 a 2017; com a aná-
lise desses trabalhos, o grupo estabeleceu três categorias para a 
resistência: categoria 1, resistência prática; categoria 2, nenhu-
ma diminuição na suscetibilidade; e categoria 3, aviso precoce de 
resistência. A resistência prática à uma cultura Bt é uma resis-
tência selecionada no campo que reduz a eficiência da cultura Bt 
e tem consequências práticas para o controle de pragas. Os crité-
rios de resistência prática são que > 50% dos indivíduos em uma 
população são resistentes e a eficácia da cultura Bt é reduzida no 
campo. Na categoria 2 encaixam-se os casos em que os dados de 
monitoramento não mostram diminuição estatisticamente sig-
nificante da suscetibilidade depois que as populações de campo 
foram expostas a uma cultura Bt. E a categoria 3, alerta precoce 
de resistência, inclui todos os casos de resistência selecionada 
em campo, em que os dados de monitoramento mostram uma 
diminuição estatisticamente significativa da suscetibilidade, 
mas a eficácia reduzida da cultura Bt não foi relatada. O grupo, 
ao analisar 36 casos, verificou que dezesseis eram de resistência 
prática, dezessete de não diminuição de susceptibilidade e três 
de alerta precoce de resistência. Das quinze pragas monitora-
das, catorze são da ordem Lepidoptera e uma Coleoptera. Para 
os dezesseis casos de resistência prática, o tempo médio desde o 
primeiro plantio comercial de uma cultura Bt em uma região até 
a primeira amostragem de populações de campo na região que 
forneceu evidência de resistência foi de 5,2 anos; a resistência 
prática ao milho Bt foi documentada para algumas populações 
de cinco espécies de pragas (Busseola fusca, Diatraea saccharalis, 
Diabrotica virgifera, Spodoptera frugiperda e Striacosta albicosta), 
para algodão Bt para uma espécie (Pectinophora gossypiella) e 
tanto para o milho Bt quanto para o algodão para as demais es-
pécies (Helicoverpa zea) (Tabashnik & Carrière, 2017).

Os resultados da modelagem e as evidências empíricas mos-
tram que os requisitos de refúgio devem ser adaptados a cada 
combinação praga-transgênico-cultura. Para as plantas que pro-
duzem uma única toxina Bt, quando o padrão de altas doses é 
atingido e a resistência é rara, os refúgios que representam apenas 
20% das plantas hospedeiras de uma praga podem ser suficientes 
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para atrasar a resistência por uma década ou mais. Por outro lado, 
quando o padrão de dose alta não é cumprido e a resistência não 
é rara, são necessários refúgios maiores (por exemplo, 50%) para 
retardar substancialmente a adaptação de pragas; princípios si-
milares aplicam-se às plantas piramidadas. Modelagem e evidên-
cias empíricas sugerem que refúgios de 10% podem ser eficazes 
para retardar a resistência das populações de pragas altamente 
suscetíveis a cada uma das duas ou mais toxinas ou traços de ação 
independente em uma pirâmide. No entanto, os refúgios meno-
res são arriscados, mesmo em condições ideais, e são necessários 
refúgios muito maiores para retardar substancialmente a resis-
tência, se cada uma das toxinas ou evento priramidado não for 
altamente efetiva, inerentemente ou por resistência desenvolvida 
no campo (Tabashnik & Carrière, 2017).

Os insetos são notavelmente adaptáveis   e espera-se uma evo-
lução da resistência a qualquer método de controle, incluindo 
plantas transgênicas com combinações de características pro-
tetoras tão diferentes quanto as toxinas Bt e RNAi. Inovações 
como toxinas Bt geneticamente modificadas que matam pragas 
resistentes a toxinas Bt nativas e descoberta de proteínas inseti-
cidas de bactérias diferentes de Bt continuarão a fornecer novas 
ferramentas para o controle de pragas; por sua vez, as pragas 
adaptar-se-ão. 

As análises de padrões globais de resistência desenvolvida em 
campo às culturas transgênicas apresentadas aqui fornecem su-
porte empírico para um quadro para efetivamente gerenciar a 
resistência das pragas às culturas transgênicas atuais e futuras 
(Tabashnik & Carrière, 2017).

2. Evolução da resistência no Brasil

No Brasil, a primeira liberação comercial de transgênicos para 
controle de insetos foi a do algodão Bt, que ocorreu em 2005. A 
partir de 2007, diversos eventos de milho expressando toxinas 
Bt foram liberados para comercialização e, em 2010, foi a vez da 
soja (CTNBio, 2014). Em geral as plantas sintetizam de 1 a 3 pro-
teínas Bt (Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1A.105, Cry1F, Cry2Ab2, Cry2Ae, 
Cry3Bb1, Cry34Ab1 e Cry35Ab1) (tabela 2) (CTNBio, 2014). Os 
principais alvos das toxinas inseridas nos eventos transgênicos 
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são os insetos da ordem Lepidoptera (S. frugiperda - lagarta-do-
-cartucho-do-milho, A. argillacea - curuquerê-do-algodoeiro, 
C. virescens e H. zea - lagartas-das-maçãs, P. gossypiella - lagar-
ta-rosada, A. gemmatalis - lagarta-da-soja, C. includens - lagarta-
-medideira, Diatraea saccharalis, Agrotis ipsilon, Elasmopalpus 
lignosellus) e da ordem Coleoptera (Diabrotica spp.) (tabela 2). A 
partir da detecção da presença da H. armigera no Brasil, a tecno-
logia também tem sido utilizada para controlar esta praga (Mon-
nerat et al., 2015a).

Tabela 2. Toxinas de Bt presentes nos eventos transgênicos aprovados pela CTNBio   
(safra 2012/2013).

Eventos 
transgênicos Toxinas de Bt Alvos

Milho

Cry1Ab, Cry2Ab, Cry1A.105, Cry1F, 
VIP3Aa Lepidoptera

Cry3Bb, Cry34 Ab1, Cry35Ab1 Coleoptera

Algodão Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Ab, Cry 2Ae, 
Cry1F Lepidoptera

Soja Cry1Ac Lepidoptera

No Brasil, desde 2013, ataques severos de S. frugiperda foram 
registrados nas principais culturas transgênicas na região do Cer-
rado (Cruz et al., 2013); essa lagarta é uma das pragas mais im-
portantes do milho, do algodão e de hortaliças no Brasil (Soares & 
Vieira, 1998; Montesbravo, 2001), causando danos desde a emer-
gência até a maturação das plantas, ou seja, em todos os estágios 
de desenvolvimento das diversas culturas (Santos, 2001; Gallo et 
al., 2002; Cruz et al., 1997; Fundação MT, 2001). Nesta região, 
os cultivos anuais de milho, soja e algodão têm início no mês de 
outubro e estendem-se até junho (Embrapa, 2013). 

Adicionalmente, faz-se a implantação da “ponte verde”, cons-
tituída pelo cultivo adicional de sorgo, milheto e feijão (Embra-
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pa, 2013); muitas das sementes utilizadas não são certificadas, 
assim não se sabe qual quantidade de toxina é produzida pela 
planta, e as áreas de refúgio, que deveriam ser de 5% a 20% da 
área plantada (Leite et al., 2011) estão sendo implementadas 
abaixo do nível recomendado ou sequer o estão sendo (Grigolli 
& Lourenção, 2013). 

Um estudo mais específico conduzido em Cabeceiras de Goiás, 
região do Cerrado brasileiro, demonstrou que a diminuição da 
eficácia de controle de S. frugiperda pelo milho Bt ao longo de 
quatro anos era causada pela resistência desses insetos à toxina 
Cry1F (Monnerat et al., 2015). Além disso, a população resis-
tente a Cry1F apresentou resistência cruzada às toxinas Cry1Aa, 
Cry1Ab e Cry1Ac, presentes em outros eventos transgênicos uti-
lizados no Brasil, mas não a apresentou com a toxina Cry2Aa 
e Cry2Ab. Entretanto, a susceptibilidade a tais toxinas é rela-
tivamente baixa, não sendo uma boa alternativa para o contro-
le de S. frugiperda. Os ensaios de competição heteróloga entre 
Cry1F e toxinas Cry1A mostraram que estas compartilham sítios 
de ligação em S. frugiperda e, portanto, não é recomendável o 
uso de plantas piramidadas com essas toxinas para o controle do 
inseto, nem utilizar outros cultivos geneticamente modificados 
que contenham uma dessas proteínas na mesma região, já que 
isso apenas incrementaria o nível de pressão de seleção para os 
organismos tolerantes a Cry1F. 

Outro dado importante gerado no trabalho foi que a susceti-
bilidade dessa população à toxina Cry1F não foi alterada, mesmo 
após dez gerações sem exposição, indicando que a colônia já está 
posicionada como uma praga estável com fenótipo de tolerân-
cia à toxina Cry1F (Monnerat et al., 2015). Um estudo paralelo 
mostrou também altos níveis de resistência em populações de 
S. frugiperda em outras regiões do Brasil, como Bahia, Mato 
Grosso, Mato Grosso do Sul, Paraná, Rio Grande do Sul, San-
ta Catarina e São Paulo (Farias Jr., 2014). Demonstrou-se que 
esse fenótipo de resistência deve-se a um único locus genético 
recessivo e que a frequência desse alelo de resistência aumen-
tou significativamente no campo, nos últimos anos (Farias Jr., 
2014). Estudos complementares, conduzidos com lagartas cole-
tadas em campos de milho e algodão transgênico expressando 
as toxinas dos grupos Cry1 e Cry2 expressos individualmente ou 
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piramidados, indicam que a resistência em S. frugiperda está 
ocorrendo com alta frequência na região do Cerrado brasileiro.

A adoção da tecnologia de plantas transgênicas para contro-
le de insetos requer o cumprimento de requisitos mínimos para 
sua eficácia, como adoção de refúgios, alta dose, além do moni-
toramento constante das populações do inseto-alvo. Infelizmen-
te, essas medidas não têm sido cumpridas no Brasil, onde os 
poucos agricultores que fazem o refúgio muitas vezes os tratam, 
matando os insetos que deveriam ser preservados para garantir 
a variabilidade genética da população e retardar a resistência. 
Além disso, poucos estudos são conduzidos para monitorar a 
suscetibilidade dos insetos às toxinas Bt e, quando se percebe 
em campo que estão ocorrendo escapes, normalmente já é tarde, 
e a tecnologia foi perdida. 

A evolução da resistência é uma realidade e poderá acontecer 
em qualquer sistema biológico; as ameaças evidenciadas colo-
cam em xeque a tecnologia representada pelas plantas Bt e tor-
nam preponderante que as empresas provedoras da tecnologia, 
os produtores agrícolas, a comunidade técnico-científica e os go-
vernos organizem-se para traçar diretrizes e adotar medidas que 
evitem o fim precoce desse método de controle no Brasil.
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CAPÍTULO 6
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1. Introdução

A agricultura exige estratégias para o controle de insetos, 
uma vez que, insetos-pragas são responsáveis por grandes per-
das na colheita. Inseticidas químicos são amplamente utilizados 
para o controle de pragas por conta de sua alta eficiência. No 
entanto, eles não são específicos, apresentando toxicidade para 
uma gama ampla de espécies, incluindo vertebrados, podendo 
causar doenças em seres humanos, como vários tipos de câncer, 
asma, alergias e outras doenças do sistema imunológico (Gold-
man, 2004). O controle de insetos com inseticidas biológicos — 
como vírus, fungos e bactérias — são estratégias ecologicamente 
corretas. Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positi-
va que produz, durante a esporulação, inclusões proteicas crista-
linas com atividade inseticida; essas toxinas são conhecidas como 
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1. Introduction

Agriculture requires strategies for insect control since insect 
pest are responsible for crop losses. Chemical insecticides are 
widely used for pest control since they are highly effective. Ho-
wever, they are not specific showing toxicity to a broad range of 
species including vertebrates causing human diseases such as 
several cancer types, asthma, allergies and other immune sys-
tem diseases (Goldman, 2004). Insect control with biological 
insecticides as viruses, fungus and bacteria are environmental 
friendly strategies. Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram positi-
ve bacterium that produces crystal inclusions formed by insec-
ticidal proteins during its sporulation phase of growth. These 
toxins are known as Cry or Cyt toxins, that have been proven to 
be effective against important crop pests and also against mos-
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toxinas Cry ou Cyt e são eficazes contra pragas importantes de 
culturas diversas e contra mosquitos vetores de doenças humanas 
(Bravo et al., 2011). 

A comercialização de culturas Bt que expressam genes cry re-
sultou em uma estratégia eficiente para o controle de pragas com 
a redução do uso de inseticidas químicos (Sanahuja et al., 2011). 
Uma característica importante das toxinas Cry é sua especificida-
de, podendo apresentar toxicidade para um número limitado de 
espécies de insetos sem afetar outros organismos (Bravo et al., 
2011). 

Diferentes estirpes de Bt com atividade patogênica para di-
ferentes ordens de insetos têm sido isoladas e caracterizadas 
(Schnepf et al., 1998). Além disso, estirpes de Bt ativas contra ne-
matoides, ácaros e protozoários também foram isoladas (Schnepf 
et al., 1998; Crickmore et al., 1998; de Maagd et al., 2001; Wei 
et al., 2003). Existem muitos insetos que mostram pouca ou ne-
nhuma suscetibilidade às toxinas Cry, e o uso de culturas Bt tem 
acelerado a evolução da resistência dos insetos a tais toxinas em 
campo (Tabashnik et al., 2017). A avaliação extensiva de estirpes 
de Bt levou à identificação de mais de 700 sequências de genes 
cry (Crickmore et al., 2016). Essas sequências foram classificadas 
de acordo com a identidade de sua sequência de aminoácidos em 
pelo menos 75 grupos diferentes de genes cry (cry1, cry2… cry75) 
nos quais, toxinas pertencentes a cada grupo Cry compartilham 
menos de 40% de identidade de aminoácidos com proteínas de 
outros grupos (Crickmore et al., 1998).

Algumas estirpes de Bt produzem outras toxinas inseticidas 
durante o crescimento vegetativo, denominadas proteínas VIP; 
três delas foram caracterizadas e denominadas como VIP1 e VIP2, 
que, juntas, compõem uma toxina binária, e VIP3 (Estruch et al., 
1996; Warren et al., 1997).

A bactéria B. thuringiensis produz proteínas inseticidas que 
se agrupam em diferentes famílias, como as Cry de três domínios 
(Cry-3d), as Cry do tipo Bin, as Cry do tipo Mtx, as Cyt, as VIP e 
outras toxinas Cry não relacionadas a esses grupos (Crickmore 
et al., 2016). No entanto, apenas algumas dessas proteínas têm 
sido usadas para expressão em culturas transgênicas, sendo elas 
Cry1Ac, Cry1Ab, Cry1Fa, Cry2Ab e Cry3B (da família Cry-3d), 
Cry34Ab e Cry35Ab (das toxinas binárias) e, mais recentemente, 
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quitoes that are vectors of human diseases (Bravo et al, 2011). 
The commercialization of Bt-crops that express the cry gene 
has resulted in an efficient strategy for pest control reducing 
the use of chemical insecticides (Sanahuja et al., 2011). An in-
teresting feature of Cry toxins is its narrow specificity showing 
toxicity to a limited number of insect species with no toxicity 
against other organisms (Bravo et al, 2011). 

 Different Bt strains that show activity towards different 
insect orders have been isolated and characterized (Schnepf 
et al., 1998). In addition, Bt strains active against nematodes, 
mites and protozoa have also been isolated (Schnepf et al., 
1998; Crickmore et al., 1998; de Maagd et al., 2001; Wei et 
al., 2003).  However, there are many insect pests that show 
no or low susceptibility to Cry toxins and the use of Bt crops 
has speed up the evolution of insect resistance to these toxins 
in the field (Tabashnik et al, 2017). Extensive screening of Bt 
strains has led to the identification of more than 700 cry gene 
sequences (Crickmore et al., 2016). These sequences have been 
classified according to their amino acid sequence identity in at 
least 75 different cry gene groups (Cry1, Cry2… Cry75) where 
toxins belonging to each Cry group share less than 40 % ami-
no acid identity with proteins from other groups (Crickmore 
et al., 1998). Some Bt strains produce additional insecticidal 
toxins named Vip during vegetative growth, Three Vip toxins 
have been characterized as Vip1/Vip2, that together compose 
a binary toxin, and Vip3 (Estruch et al., 1996; Warren et al., 
1997). Bt produces insecticidal proteins that grouped in diffe-
rent families such as the three-domain Cry (3d-Cry), the Bin-
-like Cry, the Mtx-like Cry, Cyt, Vip and other Cry toxins not 
related to these groups (Crickmore et al., 2016). However, only 
a few have been expressed in transgenic crops such as Cry1Ac, 
Cry1Ab, Cry1Fa, Cry2Ab, Cry3B from the 3d-Cry family, or 
Cry34Ab and Cry35Ab from the binary-like toxins or more re-
cently Vip3A from the Vip family (James et al, 2014). 

 Therefore, the search of novel insecticidal toxins from 
Bt or other sources is necessary to maintain the use of trans-
genic crops as an efficient pest control method. In addition an 
alternative is the in vitro genetic evolution of Cry toxins with 
the aim to enhance toxicity against specific pests, to kill novel 
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Vip3A (da família VIP) (James et al., 2014). Portanto, a busca de 
novas toxinas inseticidas de Bt ou de outras fontes é necessária 
para manter a tecnologia de culturas transgênicas como um mé-
todo eficiente de controle de pragas. Além disso, uma alternativa 
é a modificação genética in vitro de toxinas Cry com objetivo de 
aumentar a toxicidade contra pragas específicas, ampliar o espec-
tro de ação das toxinas conhecidas para novos alvos ou recuperar 
a toxicidade no caso de resistência (Pardo-López et al., 2013).

A família de toxinas Cry-3d compreende o maior grupo de to-
xinas Cry e, pelo menos, nove delas já foram cristalizadas e suas 
estruturas tridimensionais determinadas, sendo Cry1Aa, Cry1Ac, 
Cry3Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry4Aa, Cry4Ba, Cry5Ba e Cry8Ea (Par-
do-López et al., 2013). Todas as proteínas Cry-3d são compostas 
de três domínios, e algumas dessas compartilham menos de 20% 
de identidade de sequência de aminoácidos. O domínio I é com-
posto de sete α-hélices, sendo seis hélices anfipáticas que circun-
dam a α-hélice de número cinco, que é hidrofóbica. Este domínio 
está envolvido na oligomerização de toxinas, inserção em mem-
branas e formação de poros. O domínio II é composto de onze 
folhas beta com regiões de loop expostas, envolvidas na ligação às 
proteínas específicas do intestino larval, enquanto o domínio III 
é um “sanduíche” de folhas beta e também está envolvido no re-
conhecimento do receptor. Assim, os domínios II e III são os de-
terminantes da especificidade das toxinas Cry (Bravo et al., 2011) 
(figura 1).

Proteínas do grupo Cry-3d são produzidas durante a fase de 
esporulação do crescimento bacteriano na forma de protoxinas. 
A maioria das toxinas desta família é produzida como protoxinas 
grandes, de 130 kDa, por exemplo, a protoxina Cry1Aa, enquanto 
outras são sintetizadas como protoxinas curtas, de 65 a 70 kDa, 
por exemplo, a protoxina Cry2Ab. A ativação proteolítica das pro-
toxinas Cry, grandes ou curtas, resulta em um fragmento resisten-
te à ação de proteases de aproximadamente 60 kDa com atividade 
biológica e que corresponde a estrutura tridimensional já resolvi-
da (De Maagd et al., 2001). 

A estrutura da protoxina Cry1Ac foi descoberta recentemen-
te, mostrando que a metade C-terminal da protoxina Cry1Ac, que 
é removida durante a ativação, organiza-se em quatro domínios 
estruturais distintos (Evdokimov et al., 2014). Os domínios V e 
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targets or to recover toxicity in the case of resistance (Pardo-
-López et al, 2013). 

 The 3d-Cry family group is the largest group of Cry to-
xins and at least nine 3d-Cry proteins have been crystallized 
and their three dimensional structures were solved, Cry1Aa, 
Cry1Ac, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry4Aa, Cry4Ba, Cry5Ba and 
Cry8Ea (reviewed in Pardo-López et al., 2013). All 3d-Cry pro-
teins are composed of three domains despite the fact that some 
of these proteins share less than 20 % amino acid sequence 
identity. Domain I is a seven α-helix bundle comprised by six 
amphipathic helices surrounding the hydrophobic helix α-5. 
This domain is involved in toxin oligomerization, membrane 
insertion and pore formation. Domain II is composed of eleven 
beta sheets with exposed loop regions involved in binding to 
specific larval midgut proteins while domain III is a beta san-
dwich that is also involved in receptor recognition. Thus do-
mains II and III are the specificity determinant domains of Cry 
toxins (Bravo et al., 2011) (figure 1). This group of 3d-Cry pro-
teins is are produced during sporulation phase of growth of the 
bacteria as protoxins, with most of the members of this family 
produced as large protoxins of 130 kDa, such as the Cry1Aa 
protoxin, while some other members are synthesized as short 
protoxins of 65 to 70 kDa, such as the Cry2Ab protoxin. The 
proteolytical activation of both, large or short Cry protoxins 
resulted in a protease resistant core fragment of approximately 
60 kDa that is biological active and is comprised by the three-
-dimensional structure (de Maagd et al., 2001). The structu-
re of the Cry1Ac protoxin was recently resolved showing that 
the C-terminal half of Cry1Ac protoxin that is removed during 
activation is organized into four distinct structural domains 
(Evdokimov et al., 2014). Domains V and VII of the C-termi-
nal portion of Cry1Ac protoxin resemble carbohydrate-binding 
modules and are structurally related to domains II and III of 
the activated Cry toxin (Evdokimov et al., 2014), which media-
te binding to midgut receptors. Few years ago, it was shown 
that the Cry1Ab protoxin binds also to receptors such as cadhe-
rin receptor, leading to the formation of pores that have dis-
tinct characteristics from the pore formed by activated toxins 
suggesting a dual mode of action of these toxins (Gómez et al., 
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VII da porção C-terminal da protoxina Cry1Ac lembram os mó-
dulos de ligação a carboidratos e são estruturalmente relaciona-
dos aos domínios II e III da toxina Cry ativada (Evdokimov et al., 
2014), que medeiam a ligação aos receptores do intestino médio. 
Há alguns anos, demonstrou-se que a protoxina Cry1Ab também 
se liga a receptores como o da caderina, levando à formação de 
poros que possuem características distintas do poro formado por 
toxinas ativadas, sugerindo um modo de ação dual dessas toxi-
nas (Gómez et al., 2014; Tabashnik et al., 2015). Bioensaios com 
dez linhagens diferentes de insetos das quatro principais pragas 
de lepidópteros que apresentaram resistência a toxinas Cry ativa-
das mostraram que a protoxina Cry foi de cinco a cinquenta vezes 
mais potente que a toxina Cry ativada correspondente, mostrando 
que, no modo de ação dual, a protoxina completa apresenta um 
mecanismo adicional de ação que ainda precisa ser totalmente 
compreendido. 

Figura 1. Estrutura 
tridimensional da toxina 

Cry1Ac mostrando os 
diferentes domínios.  

Em cor rosa, o domínio 
I, que está envolvido 
na oligomerização e 

formação dos poros; em 
azul-claro, o domínio II, 
ligado à especificidade 

da toxina, como o domí-
nio III, em cor amarela. 
As regiões envolvidas 

nas interações com 
CAD, APN e ALP, como 
os anéis α-8, α-2 e 3 do 
domínio II e β-16 e β-22 

do domínio III, que estão 
em preto.

Construções que resultaram em melhoria na atividade das toxinas: 1 - Domínio I: deleção 
do N-terminal da protoxina (Cry2Aa), deleção da hélices α-1 e parte da α-hélice 2 (Cry1A-
Mod), adição de um sitio de protease no loop entre as hélices α-3 e α-4 e diversos pontos 
de mutação feitos nas toxinas Cry1Ab, Cry2Aa; 2 - Domínio II: pontos de mutação no loop 
2 (Cry1Ab), pontos de mutação no loop 1 (Cry3Aa), e troca de loops entre diversas toxinas, 
como da Cry4Ba para Cry1Aa; 3 - Domínio III: troca de domínio entre diversas toxinas Cry, 
como Cry1Ab, Cry1C, Cry3Aa etc., e pontos de mutação.
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2014, Tabashnik et al., 2015). Bioassays with at least 10 diffe-
rent insect strains of four major lepidopteran pests that have 
evolved resistance to activated Cry toxins showed that Cry-pro-
toxin was 5 to 50 times more potent than the corresponding 
activated Cry toxin. Supporting the dual mode of action that 
indicates that the complete protoxin displays an additional me-
chanism of action that remains to be fully understood.

It was proposed that the diversity of Cry toxins found in 
nature is the result of two fundamental evolutionary proces-
ses, the independent evolution of the three structural domains 
with domain II and domain III regions under positive selection 
for insect receptor recognition and domain III swapping. The-
se evolutionary processes had led to the selection of proteins 
with similar mode of action but with different insect specificity 
(Bravo et al., 2013).

Figura 1. Three-dimen-
sional structure of Cry1Aa 
toxin showing the different 
domain. Domain I involved 

in oligomerization and 
pore formation is shown in 
pink, domain Ii involved in 

toxin specificity is in light 
blue and domain III invol-

ved also in toxin specificity 
is shown in yellow color. 
The regions involved in 

interaction with CAD, APN 
and ALP such as loop α-8, 

loop-2 and loop3 of Do-
main II and α-16 and α-22 
of domain III are shown in 

black color. 

Constructions that have resulted in improved toxins that are: 1. Domain I: deletion of N-termi-
nal protoxin (Cry2Aa,) deletion of helix α-1 and part of helix α-2a (Cry1AMod), addition of a 
protease site located in the loop between helices α-3 and α-4 and several point mutants done 
in Cry1Ab, Cry2Aa 2. Domain II: point mutations in loop 2 (Cry1Ab), point mutations in loop 1 
(Cry3Aa), and loops swapping among different toxins such as Cry4Ba in Cry1Aa. 3. Domain III: 
Domain swapping among different Cry toxins such as Cry1Ab, Cry1C, Cry3Aa etc., and point 
mutations.



216

Foi proposto que a diversidade de toxinas Cry encontradas na 
natureza é o resultado de dois processos evolutivos fundamen-
tais: (i) a evolução independente dos três domínios estruturais 
com regiões do domínio II e (ii) domínio III sob seleção positiva 
para reconhecimento do receptor do inseto e troca do domínio III. 
Esses processos evolutivos teriam levado à seleção de proteínas 
com modo de ação semelhante, mas com especificidade a insetos 
diferente (Bravo et al., 2013).

Como mencionado anteriormente, membros diferentes das 
toxinas do Cry-3d compartilham uma estrutura tridimensional 
similar, sugerindo que eles compartilham um modo de ação se-
melhante. As toxinas Cry-3d são toxinas formadoras de poros que 
matam as células epiteliais do intestino médio da larva, causando 
um choque osmótico que leva à lise celular. No caso das toxinas 
Cry1A, que são ativas contra insetos lepidópteros, foi demonstra-
do que elas sofrem um mecanismo de ligação sequencial a proteí-
nas ancoradas a glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), tais como fos-
fatase alcalina (ALP) ou aminopeptidase-N (APN) e proteína do 
tipo caderina (CAD), resultando na formação de uma estrutura 
oligomérica denominada pré-poro, que é capaz de inserir-se nas 
membranas e formar os poros (Bravo et al., 2011; Pardo López et 
al., 2013). O reconhecimento do receptor pelas toxinas Cry tem 
sido considerado um passo-chave para toxicidade das proteínas 
Cry, sendo fundamental para a especificidade ao inseto (Schnepf 
et al., 1998; Bravo et al., 2011). 

As regiões envolvidas na ligação das formas monoméricas e 
oligoméricas de Cry1Ab a essas moléculas receptoras foram ma-
peadas e incluem as regiões de loop do domínio II e a superfície 
do domínio III (Gómez et al., 2006; Pacheco et al., 2009; Arenas 
et al., 2010). A toxina Cry1Ab em sua forma monomérica liga-se à 
ALP ou à APN por meio da alça 3 do domínio II e da folha β16 do 
domínio III. Em contraste, a forma oligomérica da toxina Cry1Ab 
liga-se a ALP ou APN pelo loop 2 do domínio II (Pacheco et al., 
2009; Arenas et al., 2010). A ligação a CAD é mediada por três 
sítios de ligação que incluem o domínio II (loop 8, loop 2 e loop 3) 
(Gómez et al., 2003; Gómez et al., 2006) que reconhecem três 
sítios diferentes de ligação na proteína CAD. A figura 1 mostra 
os epitopos de ligação da toxina Cry1Ab envolvidos no reconheci-
mento do receptor.
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As mention previously, different members of the 3d-Cry 
toxins share a similar three-dimensional fold suggesting that 
they share a similar mode of action. 3d-Cry toxins are recog-
nized as pore forming toxins that kill larval epithelium midgut 
cells by causing an osmotic shock leading to cell lysis. In the 
case of Cry1A toxins that are active against lepidopteran in-
sects, it has been shown that Cry1A toxins undergo a sequential 
binding mechanism with glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) 
anchored proteins such as alkaline phosphatase (ALP) or ami-
nopeptidase-N (APN) and cadherin-like (CAD) protein resul-
ting in the formation of a pre-pore oligomeric structure that is 
proficient in membrane insertion and pore-formation (Bravo 
et al., 2011; Pardo López et al., 2013). Receptor recognition by 
Cry toxins has been recognized as a key step of Cry toxicity that 
is fundamental for insect specificity (Schnepf et al., 1998; Bra-
vo et al., 2011). 

The regions involved in the binding of Cry1Ab monomeric 
and oligomeric forms to these receptor molecules were mapped 
and shown to include domain II loop regions and exposed sur-
face of domain III (Gómez et al., 2006; Pacheco et al., 2009; 
Arenas et al., 2010). Cry1Ab monomeric toxin binds to ALP or 
APN through domain II loop 3 and domain III β16. In con-
trast the oligomeric form of the Cry1Ab toxin binds ALP or APN 
through domain II loop 2 (Pacheco et al., 2009; Arenas et al., 
2010). Binding to CAD is mediated by three binding sites that 
include domain II loop α8, loop 2 and loop 3 (Gómez et al., 
2003; Gómez et al., 2006) that recognize three different bin-
ding sites in the CAD protein. figure 1 shows the binding epito-
pes of Cry1Ab toxin that are involved in receptor recognition. 
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2. Novas proteínas inseticidas de outras bactérias

Apesar do grande potencial das estirpes de Bt para novas toxi-
nas com novas especificidades e modo de ação, a busca de novas 
proteínas inseticidas de outros organismos foi relatada recente-
mente. É provável que novas toxinas inseticidas não relacionadas 
em sequência e estrutura às proteínas Cry e VIP conhecidas leva-
rão à descoberta de toxinas que poderiam ser úteis para manejar 
a resistência às toxinas Bt usadas em cultivos transgênicos. Em 
particular, o controle de Diabrotica v. virgifera com milho trans-
gênico expressando proteínas relacionadas a Cry3 ou Cry34/35 
diminuiu por conta da evolução rápida da resistência do inseto 
(Gassmann et al., 2011; 2016). Novas proteínas inseticidas, recente-
mente descritas, matam D. v. virgifera e provêm de Pseudomonas 
chlororaphis ou de P. mosselii, as proteínas IPD072Aa e PIP-
-47Aa, respectivamente (Schellenberger et al., 2016; Wei et al., 
2017); essas novas toxinas não têm similaridades de sequência 
com quaisquer outras toxinas Cry-3d e Vip de Bt e, portanto, não 
compartilham receptores com Cry3A ou Cry34/35Ab1 e tampou-
co mostraram resistência cruzada em insetos selecionados para 
resistência a Cry3A (Schellenberger et al., 2016; Wei et al., 2017); 
a proteína IPD072Aa também não apresentou resistência cruzada 
a insetos resistentes a Cry34/35Ab1 (Schellenberger et al., 2016). 
Além disso, uma toxina binária, AflP-1A/1B de Alcaligenes faecalis, 
mostrou ser tóxica contra D. v. virgifera, embora compartilhe um 
modo de ação semelhante ao das toxinas Cry34/35Ab1, uma vez 
que a população de D. v. virgifera resistente a Cry34/35Ab1 apre-
sentou resistência cruzada a AflP-1A/1B (Yalpani et al., 2017). 
Encontrar na natureza novas toxinas que tenham atividade espe-
cífica contra uma praga em particular, mas nenhum outro efeito 
em insetos benéficos ou mamíferos, não é uma tarefa fácil e exige 
grande esforço, sendo um processo demorado, altamente inefi-
ciente e dispendioso.
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2. New insecticidal proteins from other bacteria

Despite the great potential of Bt strains for searching novel 
toxins with novel specificities and mode of action, the search of 
novel insecticidal proteins from other organisms has been re-
ported recently. It is likely that novel insecticidal toxins not re-
lated in sequence and structure with the known Cry and Vip pro-
teins will lead to the discovery of toxins that could be useful for 
overcoming resistance to the Bt toxins used in transgenic crops. 
Particularly the control of Diabrotica virgifera virgifera with 
transgenic corn expressing Cry3 related proteins or Cry34/35 
has decreased due to the rapid evolution of insect resistance (Gassmann 
et al., 2011; Gassmann et al, 2016). New insecticidal proteins 
that kill D. v. virgifera from Pseudomonas chlororaphis or from 
P. mosselii, the small IPD072Aa protein and the PIP-47Aa res-
pectively, have been recently described (Schellenberger et al., 
2016; Wei et al., 2017). These novel toxins have no-sequence si-
milarities to any other 3d-Cry and Vip toxins from Bt and thus 
do not share receptors with Cry3A or Cry34/35Ab1 and neither 
showed cross-resistance in Cry3A-selected insects (Schellenberger 
et al., 2016; Wei et al., 2017), while IPD072Aa also showed no 
cross-resistance to Cry34/35Ab1-resistant insects (Schellenberger 
et al., 2016). In addition, a binary toxin, AflP-1A/1B from 
Alcaligenes faecalis was shown to be toxic against D. v. virgifera 
although it shares a similar mode of action as the Cry34/35Ab1 
toxin since D. v. virgifera population resistant to Cry34/35Ab1 
showed cross-resistance to AflP-1A/1B (Yalpani et al., 2017). 
However, finding novel toxin in nature that have specific activity 
against a particular pest but no other effect in beneficial insects 
or mammals is not an easy task and required high effort being 
time consuming, highly inefficient and expensive. 
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3. Atividade inseticida de toxinas Cry  
modificadas geneticamente

Como mencionado acima, uma opção à descoberta de novas 
toxinas inseticidas é a evolução genética in vitro de toxinas Cry 
com o objetivo de aumentar sua toxicidade contra pragas espe-
cíficas, para matar novos alvos ou para recuperar toxicidade no 
caso de resistência a insetos. Abaixo, estão resumidas algumas 
modificações em certas toxinas Cry que resultaram em aumento 
da toxicidade contra pragas suscetíveis e resistentes a toxinas Cry.

A ativação de toxinas Cry por proteases do intestino médio 
pode ser um passo limitante em diferentes espécies de insetos; 
a proteína Cry3Aa, que possui atividade inseticida contra larvas 
de coleópteros, apresenta toxicidade muito baixa contra D. v. 
virgifera. Uma hipótese da baixa toxicidade de Cry3Aa para esse 
inseto é a baixa solubilidade da proteína Cry3Aa, que é ativada 
por proteases em um fragmento de 67 kDa. Contudo, a ativação 
dessa proteína com quimiotripsina mostrou aumentar a produção 
de um fragmento ativo de 55 kDa da proteína Cry3A com solubi-
lidade e toxicidade aumentadas e, essa forma, de 55 kDa, foi cor-
tada na região do loop α3-α4 do domínio I (Carrol et al., 1997). A 
introdução de um sítio proteolítico G quimotripsina/catepsina no 
loop α3-α4 da proteína Cry3Aa (denominada mCry3Aa) resultou 
em aumento da toxicidade contra D. v. virgifera (Walters et al., 
2008). Curiosamente, mCry3Aa (Cry3A modificada) conservou a 
mesma toxicidade para larvas de Leptinotarsa decemlineata que 
a Cry3Aa selvagem, indicando que mCry3Aa ampliou a atividade 
inseticida em vez de alterar sua especificidade ao inseto. A pro-
teína mCry3Aa foi expressa em milho transgênico e mostrou-se 
eficaz no controle de D. v. virgifera (Hibbard et al., 2011).

A seleção de resistência a insetos ameaça o uso de toxinas Cry 
em plantas transgênicas (Tabashnik et al., 2017). Em algumas co-
lônias de lepidópteros, a resistência às toxinas Cry1Ac está ligada 
a mutações no gene CAD (revisado em Bravo & Soberón, 2008). A 
ligação à proteína CAD facilita o processamento proteolítico adi-
cional removendo a hélice α1 necessária para a oligomerização da 
toxina. Toxinas Cry1AbMod ou Cry1AcMod que foram genetica-
mente modificadas por remoção da hélice α1 são capazes de con-
trolar larvas de lagarta-rosada (Pectinophora gossypiella) prove-
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3. Engineering Cry toxin insecticidal activity

As mentioned above, an alternative for the screening of no-
vel insecticidal toxins is the in vitro genetic evolution of Cry to-
xins with the aim to enhance toxicity against specific pests, to 
kill novel targets or to recover toxicity in the case of insect re-
sistance. Below we will summarize some modifications to cer-
tain Cry toxins that have resulted in increased toxicity against 
certain susceptible and resistant pests.

Activation of Cry toxins by insect midgut proteases could 
be a limiting step in different insect species. In the case of 
Cry3Aa that has insecticidal activity against coleopteran larvae 
shows very low toxicity against D. v. virgifera. The low toxicity 
of Cry3Aa against D. v. virgifera was proposed to be due to 
the low solubility of the protease activated Cry3Aa that yield a 
67 kDa fragment. However, activation with chymotrypsin was 
shown to increase the yield of a fully processed 55 kDa Cry3A 
fragment with increased solubility and toxicity and the 55 kDa 
form was shown to be nicked at the α3-α4 domain I loop re-
gion (Carrol et al., 1997). The introduction of a chymotrypsin/
cathepsin G proteolytic site in the Cry3Aa α3-α4 loop (named 
mCry3Aa) resulted in increased toxicity against D. v. virgifera 
(Walters et al., 2008). Interestingly, mCry3Aa retained similar 
toxicity towards Leptinotarsa decemlineata larvae as Cry3Aa 
indicating that mCry3Aa broadened the insecticidal activity ra-
ther than changing its insect specificity. The mCry3Aa has been 
expressed in transgenic maize and shown to be effective in con-
trolling D. v. virgifera (Hibbard et al., 2011).

Appearance of insect resistance threatens the use of Cry 
toxins in transgenic plants (Tabashnik et al., 2017). In some 
lepidopteran insect colonies resistance to Cry1Ac toxins is 
linked to mutations in the CAD gene (reviewed in Bravo and 
Soberón, 2008). CAD binding facilitates further proteolytic 
processing of the toxin removing helix α1 necessary for toxin 
oligomerization. Cry1AbMod or Cry1AcMod toxins that were 
genetically modified to delete helix α1 counter resistance of the 
Pink bollworm (Pectinophora gossypiella) Cry1Ac resistant 
colony linked to CAD mutations showing that Cry1AMod toxins 
have the potential to counter insect resistance when resistance 
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nientes de uma colônia resistente à proteína Cry1Ac associada a 
mutações na proteína CAD, mostrando que as toxinas Cry1AMod 
têm o potencial para manejar a resistência de insetos quando a re-
sistência está ligada a mutações que afetam a expressão da proteí-
na CAD (Soberón et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que 
Cry1AbMod e Cry1AcMod contiveram a resistência em sete colô-
nias diferentes de insetos lepidópteros resistentes que, em alguns 
casos, não estavam ligadas a mutações em CAD (Tabashnik et al., 
2011). Curiosamente, a proteína Cry1Amod foi eficaz contra uma 
colônia de lagarta-da-maçã (Chloridea virescens), selecionada 
em laboratório, resistente à proteína Cry1Ac, cuja resistência está 
ligada geneticamente a um alelo mutante de um transportador do 
tipo ABC (ABCC2) (Gahan et al., 2010). Foi demonstrado que a 
proteína ABCC2 facilita a formação de oligômeros e a inserção na 
membrana (Ocelotl et al., 2017). O potencial das toxinas Cry1AMod 
para combater a resistência é alto, uma vez que as toxinas Cry1AMod 
apresentam toxicidade para populações resistentes a insetos com di-
ferentes mecanismos de resistência.

A permuta do domínio III foi reconhecida como um mecanis-
mo natural envolvido na evolução das toxinas Cry; tal permuta 
entre diferentes toxinas Cry resultou em toxinas híbridas com to-
xicidades melhoradas contra certas espécies de insetos, como a 
toxina híbrida contendo os domínios I e II da toxina Cry1Ab e o 
domínio III de Cry1C, que apresentou toxicidade seis vezes maior 
contra a lagarta-da-beterraba (Spodoptera exigua) (Bosh et al., 
1994; de Maagd et al., 2000). Outros exemplos são o caso das to-
xinas Cry1Ba e Cry1Ia, que individualmente mostraram baixa to-
xicidade contra L. decemlineata, enquanto a toxina híbrida, con-
sistindo dos domínios I e II de Cry1Ia e do domínio III de Cry1Ba, 
mostrou toxicidade sete vezes maior para esse inseto, ou, a toxina 
híbrida contendo os domínios I e II de Cry3Aa e o domínio III de 
Cry1Ab (eCry3.1Ab), que mostrou ser tóxica para D. v. virgifera, 
uma vez que as toxinas Cry3Aa e Cry1Ab não apresentam toxici-
dade contra o inseto (Naimov et al., 2001; Walters et al., 2010). A 
toxina eCry3.1Ab expressa em milho transgênico mostrou-se efi-
caz no controle de D. v. virgifera (Hibbard et al., 2011). 

Todos esses resultados mostram que a permuta do domínio III 
pode ser uma estratégia interessante para melhorar a toxicidade 
das toxinas Cry ou para criar novas toxinas híbridas com toxici-
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is linked to mutations affecting CAD expression (Soberón et 
al., 2007). In addition, it was shown that Cry1AbMod and 
Cry1AcMod counter resistance in 7 different lepidopteran insect 
resistant colonies that in some cases were not linked to CAD 
mutations (Tabashnik et al., 2011). Interestingly, Cry1Amod 
were effective against a laboratory selected tobacco budworm 
(Chloridea virescens) Cry1Ac resistant colony whose resistance 
was recently shown to be genetically linked to a mutant allele 
of an ABC transporter (ABCC2) (Gahan et al., 2010). It was 
shown that the ABCC2 protein facilitates oligomer formation 
and membrane insertion (Ocelotl et al., 2017). The potential 
of Cry1AMod toxins for countering resistance is high since 
Cry1AMod toxins show toxicity to insect resistant populations 
with different mechanisms of resistance.

Domain III swapping has been recognized as a natural me-
chanism involved in the evolution of Cry toxins. Domain III 
swapping among different Cry toxins has resulted in in hybrid 
toxins with improved toxicities against certain insect species 
like hybrid toxin containing domains I and II from Cry1Ab toxin 
and domain III of Cry1C that showed more than six-fold higher 
toxicity against beet armyworm (Spodoptera exigua) (Bosh et 
al., 1994; de Maagd et al., 2000). Other examples are the case 
both Cry1Ba and Cry1Ia toxins that showed low toxicity against 
L. decemlineata while the hybrid toxin consisting of domains 
I and II of Cry1Ia and domain III of Cry1Ba showed seven fold 
higher toxicity or the hybrid toxin containing domains I and II 
from Cry3Aa and domain III from Cry1Ab (eCry3.1Ab) that was 
shown to be toxic to D. v. virgifera in contrast to Cry3Aa and Cry1Ab 
toxins that showed no toxicity against this insect (Naimov et 
al., 2001; Walters et al., 2010). Toxin eCry3.1Ab expressed 
in transgenic maize was shown to be effective in control-
ling D. v. virgifera (Hibbard et al., 2011). Over all these results 
show that domain III swapping could be an interesting strategy 
to improve toxicity of Cry toxins or to create novel hybrid to-
xins with toxicity against pests that show no susceptibility to the 
parental Cry toxins. Strategies for shuffling the three different 
domains among large numbers of cry genes (Knight et al., 2004) 
and high through output bioassay screening methods are likely 
to provide novel Cry toxins with improved or novel toxicities.  
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dade contra as pragas que não apresentam suscetibilidade às to-
xinas Cry parentais. Estratégias para combinar os três domínios 
diferentes entre um grande número de genes cry (Knight et al., 
2004) e métodos de screening em bioensaios de alto rendimento 
são capazes de fornecer novas toxinas Cry com toxicidades novas 
ou melhoradas.

Um exemplo interessante de troca de domínio foi a constru-
ção de uma toxina híbrida entre Vip3Aa e Vip3Ac, criando um 
híbrido contendo os primeiros seiscentos aminoácidos da região 
N-terminal de Vip3Ac e 190 aminoácidos da Vip3Aa (Vip3AcAa). 
Não há estrutura tridimensional resolvida para as toxinas Vip3, 
no entanto, as regiões de 190 aminoácidos do terminal C são as 
mais variáveis, compartilhando apenas 54% de identidade de se-
quência entre as toxinas, enquanto o resto do fragmento N-ter-
minal é altamente conservado (Fang et al., 2007). Vip3AcAa teve 
sua toxicidade aumentada contra a broca-do-milho-europeia, ao 
contrário das toxinas parentais, e matou uma população de lagar-
tas-falsa-medideira (Tricoplusia ni) resistente a Cry1Ac (Fang et 
al., 2017).

A mutagênese sítio dirigida do domínio II resultou, em alguns 
casos, em toxinas mutantes com aumento da atividade insetici-
da. Uma única mutação no loop 2 da proteína Cry1Ab, N372A, 
ou uma mutação tripla no loop 2 nos resíduos N372A, A282G 
e L283S apresentaram toxicidade respectivamente de oito e 36 
vezes maior para as larvas de Lymantria dispar (Rajamohan et 
al., 1996). Além disso, para larvas de coleópteros, um mutante 
R345 no loop 1 do domínio três da toxina Cry3Aa, Y350F, Y351F 
apresentou toxicidade dez vezes maior para Tenebrio molitor do 
que Cry3Aa e duas vezes maior contra L. decemlineata (Wu et al., 
2000). Esses resultados mostram que as regiões de loop do domí-
nio II são regiões de ligação de toxinas Cry que são alvos adequa-
dos para mutagênese e seleção de toxinas Cry com propriedades 
inseticidas melhoradas.

O domínio III da toxina Cry1A foi reconhecido como envolvido 
na ligação do receptor, sendo que as estruturas secundárias β16 e 
β22 foram identificadas como as regiões de ligação para que ocor-
ra a interação com fosfatase alcalina (ALP) e aminopetidase N 
(APN) que estão localizadas na superfície da membrana da célula 
do intestino do inseto (Atsumi et al., 2005; Gómez et al., 2006; 
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An interesting example of domain swapping was the cons-
truction of a hybrid toxin between Vip3Aa and Vip3Ac creating a 
hybrid containing the first N-terminal 600 amino acids of VipAc 
and 190 amino acid region from VipAa (Vip3AcAa). There is 
no three-dimensional structure for Vip3 toxins, however, the 
C-terminal 190 amino acid regions are the most variable sha-
ring only 54 % sequence identity between both toxins while the 
rest of the N-terminal fragment is highly conserved (Fang et al., 
2007). Vip3AcAa was shown to gain toxicity against European 
corn borer in contrast to the parental toxins and to kill Cry1Ac 
resistant population of cabbage looper (Fang et al., 2017)

Site directed mutagenesis of domain II loop sequences has 
in some cases resulted in mutant toxins with increased insecti-
cidal activity. A single Cry1Ab mutation in loop 2, N372A, or a 
triple loop 2 mutant in residues N372A, A282G and L283S sho-
wed eight- and 36-fold higher toxicity to Lymantria dispar lar-
vae respectively (Rajamohan et al., 1996). Also, for coleopteran 
larvae it was shown a Cry3Aa triple domain II loop 1 mu-
tant R345, Y350F, Y351F showed ten-fold higher toxicity 
to Tenebrio molitor than Cry3Aa and two fold higher toxicity 
against L. decemlineata (Wu et al., 2000). These results show 
that domain II loop regions are key binding regions of Cry to-
xins that are suitable targets for mutagenesis and selection of 
Cry toxins with improved insecticidal properties. 

Cry1A domain III has been recognized to be involved in re-
ceptor binding where β16 and β22 were identified as the bin-
ding regions for interaction with alkaline phosphatase (ALP) 
and aminopetidase N (APN) (Atsumi et al., 2005, Gómez et al., 
2006; Arenas et al., 2010). Recently, alanine-scanning muta-
genesis of Cry1Ab and Cry1Fa β16 residues showed that certain 
mutations like Cry1AbN514A or Cry1FaN507A enhanced the to-
xicity of Cry1Ab or Cry1Fa from 3 to 18-fold to different popula-
tions of S. frugiperda from México and Brazil without affecting 
the toxicity to M. sexta (Gómez et al., 2018). Enhancement of 
Cry1AbN514A toxicity correlated with enhanced binding to ALP, 
APN and CAD receptors and also to higher stability to treatment 
with S. frugiperda midgut proteases (Gómez et al., 2018).

Other domain I mutations have shown enhanced toxicity of 
Cry1Ac and Cry2Aa toxins like the Cry1Ac helix α5 mutant V171C 
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Arenas et al., 2010). Observou-se que a mutagênese para o ma-
peamento da função do resíduo de alanina na estrutura secundária 
β16 localizada nas toxinas Cry1Ab e Cry1Fa16 mostrou que certas 
mutações, como N514A na toxina Cry1Ab, ou a mutação N507A na 
toxina Cry1Fa, aumentaram a toxicidade de Cry1Ab ou Cry1Fa de 
três a dezoito vezes para diferentes populações de S. frugiperda 
presentes tanto no México como no Brasil sem afetar a toxicidade 
para M. sexta (Gómez et al., 2018). O aumento da toxicidade pro-
vocada pela mutação N514A na toxina Cry1Ab é correlacionada 
à ligação de maior afinidade aos receptores ALP, APN e CAD e, 
também, com a maior estabilidade ao tratamento com proteases 
naturalmente presentes no intestino médio de S. frugiperda 
(Gómez et al., 2018).

Outras mutações no domínio I mostraram aumento de toxicida-
de de Cry1Ac e Cry2Aa. Por exemplo, a mutação V171C, localizada 
na hélice α5 na toxina Cry1Ac, apresentou atividade inseticida 25 
vezes maior contra Lymantria dispar sem afetar sua toxicidade a 
M. sexta. Isso se deve, provavelmente, a uma inserção mais eficiente 
da toxina na membrana da célula do intestino do inseto (Alzate et al., 
2010). No caso de Cry2Aa, as mutações nos resíduos K63F e K64P, 
localizados na hélice α1, resultaram no aumento da natureza hidro-
fóbica da região transmembrana da toxina, que foi determinada por 
análises in silico, visando aumentar a eficiência da inserção da toxina 
na membrana da célula do intestino do inseto (Mandal et al., 2007).

4. Sistemas de evolução in vitro para  
aumentar a toxicidade de Cry

Os procedimentos moleculares visando o aumento da atividade 
inseticida por mutagênese sítio dirigida têm sido o resultado da aná-
lise de poucos estudos empregando toxinas mutantes contra dife-
rentes espécies de insetos. Contudo, será mais eficiente analisar um 
grande número de variantes para detectar toxinas Cry com maior to-
xicidade. Dentro desse contexto, os sistemas de alto rendimento, tais 
como  phage display (apresentação em fago) ou ribosome display 
(apresentação em ribossomo), são sistemas eficientes que podem de-
tectar mutantes de maior toxicidade a partir de um grande número 
de variantes gerado por mutagênese sítio dirigida (figura 2).

O sistema de phage display permite a seleção de variações de 
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that had 25-fold higher insecticidal activity against Lymantria 
dispar without affecting its toxicity to the M. sexta  probably 
due to more efficient membrane insertion (Alzate et al., 2010). 
In the case of Cry2Aa, helix α1 residues K63F and K64P were 
introduced based on enhancing the hydrophobic nature of a pu-
tative transmembrane region identified in silico probably also 
enhancing membrane insertion (Mandal et al., 2007). 

4. In vitro evolution systems for enhancing  
Cry toxicity.

The improvement of the insecticidal activity by site directed 
mutagenesis has been the result of analyzing few mutants in 
different insect species. However, it is more efficient to analyze 
a large number of variants to detect Cry toxins with higher to-
xicity. High through output systems like phage display or ribo-
some display are efficient systems that could detect improved 
mutants from a large pool of variants (figure 2). 
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toxinas Cry com afinidade de ligação ao receptor aumentada 
(Azzazy et al., 2002; Mullen et al., 2006). Para a seleção de li-
gantes de maior afinidade, a sequência de DNA do ligante é fun-
dida com a sequência de DNA de um gene da proteína do revesti-
mento do fago para gerar uma proteína híbrida, que será exibida 
na superfície do fago. Se uma biblioteca de sequências ligantes for 
fundida ao gene da proteína de revestimento do fago, um grande 
número de variantes será exibido na superfície, e algumas dessas 
variantes podem ter maior afinidade de ligação a um ligante es-
pecífico que pode ser selecionado por procedimentos de triagem 

Figura 2. Representação esquemática do sistema phage display. 
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Phage display system allows selection of protein variants 
with improved binding characteristics (Azzazy et al., 2002; 
Mullen et al. 2006). For selection of binders with higher affi-
nity, the DNA sequence of the binder is fused to the DNA se-
quence of a phage coat protein gene to generate a hybrid protein 
that will be displayed on the surface of the phage. If a library 
of binder sequences is fused to the phage coat protein gene, a 
high number of variants will be displayed in the phage surface, 
some of these variants may have increased binding affinity to a 
specific ligand that could be selected by screening procedures 

Figure 2. Schematic representation of the phage display
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para recuperar os fagos que interagem com alta afinidade a um 
ligante específico (Droge et al., 2003; Mullen et al., 2006). Para 
apresentar a proteína de fusão na superfície do fago, esta neces-
sita ser translocada para o periplasma da bactéria hospedeira por 
meio de uma sequência de peptídio sinal e um fago auxiliar, que 
fornecerá todos os componentes necessários para a montagem 
desse fago.

Já o sistema de ribosome display (figura 3) consiste na tra-
dução in vitro da proteína, usando uma construção específica de 
RNAm que possui um promotor T7, uma sequência canônica Shi-
ne-Delgarno para a ligação do ribossomo, seguida por uma se-
quência do ligante e, finalmente, fundida ao espaçador TolA, que 
irá bloquear a tradução da proteína remanescente ancorada no 
túnel ribossômico no complexo ternário composto pelo mRNA-
-ribossomo-proteína. 

Se uma biblioteca de variantes do ligante for incorporada a esse 
RNAm, a proteína recém-sintetizada e o RNAm codificador não 
deixam o ribossomo, e todos esses complexos ternários poderiam 
ser utilizados para a seleção de ligantes com afinidades aumenta-
das para uma proteína ou ligante específico (Hanes & Plückthun, 
1997). Já que o sistema de ribosome display não requer células 
vivas para sua seleção, permitindo a construção de grandes bi-
bliotecas (tamanhos até 1014), enquanto que, com o sistema pha-
ge display, somente bibliotecas menores podem ser construídas 
(tamanhos até 109), uma vez que a eficiência de transformação de 
E. coli é um fator limitante (Dreier & Plückthun, 2011). Sistemas 
otimizados de exibição de fagos e de ribossomo para a exibição 
de toxinas Cry e Cyt têm sido relatados e, provavelmente, serão 
ferramentas úteis para a seleção de toxinas Cry com capacidade 
de ligação e potencial de toxicidade melhorados (Pacheco et al., 
2015).
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in order to recover the phages that interact with high affinity 
to a specific ligand, (Droge et al., 2003; Mullen et al., 2006). 
To display the fusion protein in the surface of the phage, the 
fusion protein need to be translocated to the bacterial-host pe-
riplasm by a peptide leader sequence and a helper phage will 
provide all the necessary components for phage assembly. 

The ribosome display system consists in the in vitro trans-
lation of the protein, using a particular mRNA construction 
that has a T7 promoter, a canonical Shine-Delgarno sequence 
for ribosome binding followed by a sequence of the binder and 
finally fused to TolA spacer, which will block the protein tra-
duction remaining anchored into the ribosomal tunnel at the 
ternary complex of mRNA-Ribosome-protein (figure 3). If a li-
brary of variants of the binder are incorporated in such mRNA. 
The newly synthesized protein and the codifying mRNA do not 
leave the ribosome and all these ternary complexes could be 
used for selection of binders with improved affinities to a speci-
fic protein or ligand (Hanes & Plückthun, 1997). Since Riboso-
me-display does not requires living cells for selection, it allows 
construction of large libraries (sizes up to 1014) while with the 
phage display system only smaller libraries can be constructed 
(sizes up to 109) since the E. coli transformation efficiency is 
a limiting factor (Dreier & Plückthun, 2011). Improved phage 
display and ribosome display systems for displaying Cry and 
Cyt toxins have been reported that are likely to be useful tools 
for selection of Cry toxins with improved binding and toxicity 
(Pacheco et al., 2015).
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Os fagos M13, T7 e λ foram utilizados para a exibição de toxinas 
Cry1A, mas os resultados mostraram baixa eficiência do método 
(Marzari et al., 1997; Kasman et al., 1998; Vilchez et al., 2004; 
Pacheco et al., 2006; Dominguez-Flores et al., 2017). No entanto, 
embora essa eficiência tenha sido baixa, a seleção bem-sucedida 
de variantes melhoradas de Cry foi relatada para esses três fagos. 
No caso do sistema de apresentação utilizando o fago M-13, cons-
truiu-se a biblioteca de variantes da toxina Cry por rearranjo gené-
tico e selecionaram-se variantes melhoradas de Cry1Ia ou Cry8Ka 
contra BBMV de Telchin licus licus ou Anthonomus grandis, res-
pectivamente (Craveiro et al., 2010; Oliveira et al., 2011). No caso 

Figura 3. Representação esquemática da estratégia do Ribosome display.
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Phages M13, T7 and λ have been used for the display of 
Cry1A toxins with low efficacy (Marzari et al., 1997; Kasman et al., 
1998; Vilchez et al., 2004; Pacheco et al., 2006; Dominguez-Flores 
et al., 2017). However, even though that efficiency was low the 
successful selection of improved Cry variants has been repor-
ted for those three phages. In the case of phage display system 
using M-13 phage the Cry toxin library of variants was cons-
tructed by gene shuffling and improved variants of Cry1Ia or 
Cry8Ka were selected against BBMV from Telchin licus licus 
or Anthonomus grandis respectively (Craveiro et al., 2010; 
Oliveira et al., 2011). In the case of Cry1Ia, four toxin variants 
showed toxicity against Telchin licus licus and shown to con-

Figure 3. Schematic representation of the Ribosome display strategies.
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de Cry1Ia, quatro variantes de toxinas mostraram toxicidade con-
tra T. licus licus e mostraram conter mutações pontuais nos do-
mínios I e III (Craveiro et al., 2010). No caso de Cry8Ka, um mu-
tante com toxicidade três vezes maior foi identificado, mostrando 
uma deleção de dezesseis aminoácidos na extremidade N termi-
nal da toxina e seis mudanças adicionais de aminoácidos, uma 
localizada no domínio II do loop 3 (Oliveira et al., 2011). No caso 
do fago T7, construiu-se uma biblioteca de mutantes na região 
do loop II do domínio II e utilizou-se para recuperar variantes de 
toxinas com maior afinidade de ligação a um fragmento de CAD 
de Bombyx mori, resultando na identificação de um mutante do 
loop 2 do domínio II, com atividade inseticida quatro vezes maior 
(Ishikawa et al., 2007). A exibição de uma biblioteca de variantes 
de Cry1Ac mostrando mutações no loop 2 do domínio II foi feita 
no fago λ, e as toxinas otimizadas foram selecionadas para se li-
garem a vesículas de membrana de borda em escova isoladas de 
intestinos de Aedes aegypti. Essa estratégia levou à identificação 
de duas variantes do loop 2 da toxina Cry1Aa13 com toxicidade 
significativa contra A. aegypti (Dominguez-Flores et al., 2017).

Finalmente, desenvolveu-se um elegante sistema de evolução 
contínua denominado Pace (Phage Assisted Continuous Evolu-
tion - Evolução Contínua Assistida por Fago) para isolar as va-
riantes Cry1Ac com alta afinidade de ligação a uma proteína CAD 
de Tricoplusia ni, que, neste inseto, não está envolvida como re-
ceptor de Cry1Ac. O sistema Pace aproveita a afinidade de ligação 
melhorada de Cry1Ac e um fragmento de CAD, que é acoplado a 
um sistema de dois híbridos para reconstituir uma proteína de 
fago necessária para a infecção bacteriana (Badran et al., 2016). 
Utilizando uma célula hospedeira de E. coli com taxa mutagênica 
aumentada para acelerar a evolução da interação proteína-pro-
teína, o sistema Pace produziu variantes da toxina Cry1Ac com 
afinidade melhorada à CAD de T. ni. É interessante observar que 
essas variantes Cry1Ac mostraram toxicidade para uma popula-
ção de T. ni resistente a Cry1Ac, cuja resistência estava ligada a 
mutações em outro receptor de Cry1Ac, o transportador ABCC2 
(Badran et al., 2016).
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tain single point mutations in domains I and III (Craveiro et al., 
2010). In the case of Cry8Ka, a mutant with three-fold higher 
toxicity was identified showing a sixteen amino acid deletion in 
the N-terminal end and six additional amino acid changes, one 
located in domain II loop 3 (Oliveira et al., 2011). In the case of 
T7 phage, a library of mutants in domain II loop 2 region was 
constructed and used to recover toxin variants with increased 
binding affinity to a Bombyx mori CAD fragment resulted in 
the identification of a domain II loop 2 mutant with a four-fold 
higher insecticidal activity (Ishikawa et al., 2007). Finally, the 
display of a Cry1Ac library of variants showing mutations in 
domain II loop 2 was done in the phage λ and the optimized 
toxins were selected to bind to  isolated brush border mem-
brane vesicles from Aedes aegypti midguts. This strategy led 
to the identification of two loop 2 variants of Cry1Aa13 toxin 
with significant toxicity against A. aegypti (Dominguez-Flores 
et al., 2017).

Finally, an elegant continuous evolution system called pha-
ge-assisted continuous evolution (PACE) was developed to iso-
late Cry1Ac variants with high affinity in the binding interac-
tion with a Tricoplusia ni CAD protein that in this insect is not 
involved as receptor of Cry1Ac.  The PACE system takes advan-
tage of the improved binding affinity of Cry1Ac and a fragment 
of CAD that is coupled to a two-hybrid system to reconstitute a 
phage protein necessary for bacterial infection (Badran et al., 
2016). Using an E. coli host with enhanced mutagenic rate to 
speed up protein-protein interaction evolution, PACE system 
yielded different Cry1Ac toxin variants with high binding affi-
nity to T. ni CAD. Interestingly these Cry1Ac variants showed 
toxicity to a T. ni Cry1Ac-resistant population whose resistance 
was linked to mutations in another Cry1Ac receptor, ABCC2 
transporter (Badran et al., 2016). 
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 5. Conclusão

A identificação de novos genes inseticidas para expressão em 
culturas é necessária para o desenvolvimento da tecnologia de 
plantas resistentes a insetos; a evolução da resistência às toxinas 
Cry utilizadas em cultivos transgênicos em insetos coloca em ris-
co a tecnologia. Além disso, a emergência de pragas secundárias 
que não suscetíveis às toxinas expressas nas culturas requer no-
vas moléculas para controlar as pragas. É provável que a busca de 
proteínas inseticidas em Bt ou outros organismos forneça novas 
toxinas para lidar com a resistência ou controlar novas pragas. No 
entanto, a estratégia é altamente complexa e cara; a alternativa 
seria modificar as toxinas conhecidas para aumentar a toxicida-
de contra pragas resistentes ou novas, modificando regiões tóxi-
cas específicas envolvidas no modo de ação ou por mutagênese 
aleatória e triagem de variantes melhoradas por sistemas de alto 
rendimento. Ao todo, essas diferentes estratégias provavelmente 
fornecerão novas características inseticidas que poderão ser usa-
das em culturas transgênicas visando o controle da evolução da 
resistência e o combate a novas pragas que possam aparecer.
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5. Concluding remarks

The identification of novel insecticidal genes for expression 
in crops is necessary to sustain the technology of insect resis-
tant plants. Evolution of insect resistance to the Cry toxins 
currently used in transgenic crops endangers this technology. 
Also, the merge of secondary pests that are not susceptible to 
the toxins expressed in crops require novel activities to control 
these pests. Screening Bt or other organisms for insecticidal 
proteins is likely to provide new toxins to cope with resistance 
or target novel insect pests. However, this strategy is highly de-
manding an expensive. The alternative is to modify the known 
toxins to increase the toxicity against resistant and novel pests 
either by modifying specific toxic regions involved in the mode 
of action or by random mutagenesis and screening of impro-
ved variants by high through output systems. Altogether these 
different strategies are likely to provide new insecticidal traits 
that could be used in transgenic crops to counter resistance 
and target novel pests.
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Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva, ae-
róbica, de ampla distribuição, podendo ser encontrada nos mais 
diferentes ambientes e substratos, como solo, água, superfície de 
plantas, insetos mortos etc. (Krywunczyk & Fast, 1980; Bravo et 
al., 1988). Essa bactéria produz diversas toxinas nos diferentes 
momentos de seu crescimento, dentre elas as δ-endotoxinas (Cry 
e Cyt), durante a fase de esporulação, e as VIP e SIP, durante a 
fase de crescimento vegetativo (Monnerat & Bravo, 2000; Bravo 
et al., 2005). Tais toxinas são altamente específicas a seus insetos-
-alvo, inócuas ao ser humano, vertebrados e plantas e têm efeito 
não poluente ao meio ambiente por serem completamente biode-
gradáveis (Whiteley & Schnepf, 1986; Bravo et al., 2005).

A bactéria pode ser utilizada tanto em sua forma nativa, para a 
produção de bioinseticidas, como doadora de genes para a síntese 
de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos. 
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Bioinseticidas à base de estirpes nativas têm sido utilizados 
para o controle de insetos desde 1938, quando a França começou 
a produzir o produto Sporeine, para controle de lagartas. Nos anos 
1950, teve início a produção em larga escala do produto Thuricide 
e, a partir de então, outros países — como Rússia, Tchecoslová-
quia e Estados Unidos — deram início à produção e à comercia-
lização de bioinseticidas Bt (De Maag et al., 1999). Já as plantas 
transgênicas expressando genes de B. thuringiensis são utilizadas 
em campo desde 1996 e têm a capacidade de controlar insetos 
das ordens Lepidoptera e Coleoptera (Tabashnik et al., 2013). As 
principais culturas transgênicas são milho, soja e algodão. 

1. Toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt)

A variabilidade genética das toxinas de B. thuringiensis é mui-
to alta; são conhecidos mais de 840 genes (Crickmore et al., 1998; 
Crickmore et al., 2018). As toxinas receberam denominações com 
base na identidade de aminoácidos das toxinas previamente no-
meadas; há quatro subcategorias cuja identidade varia de inferior 
a 45% até superior a 95% de identidade (vide capítulo 1).

O mecanismo de ação das proteínas Bt é bastante complexo 
e tem sido bastante estudado, sobretudo em relação às toxinas 
Cry, formadoras do cristal proteico. O processo se inicia quando 
o inseto ingere o cristal da bactéria; este contém as protoxinas, 
que são solubilizadas pelo pH intestinal e, em seguida, ativadas 
pela clivagem pelas enzimas digestivas (proteases) presentes no 
intestino dos insetos. A toxina ativada é reconhecida e liga-se a 
receptores presentes no intestino do inseto, alterando a permea-
bilidade da membrana e causando um desequilíbrio osmótico que 
destrói as células do epitélio intestinal, levando o inseto à morte 
(Knowles & Dow, 1993; Bravo et al., 2005).  No caso das plantas 
transgênicas, o gene nelas inserido expressa a toxina já em sua 
forma ativada, ou seja, pronta para ser reconhecida e ligar-se aos 
receptores presentes no intestino dos insetos.

Até 2014, acreditava-se que apenas a toxina ativada ligava-se 
aos receptores, entretanto, Gómez et al. (2014) demonstraram 
que a toxina Cry1Ab, tanto em sua forma de protoxina quanto na 
de toxina ativada, é capaz de ligar-se à caderina com afinidade 
semelhante e que dois diferentes pré-poros foram observados in-
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teragindo com a caderina na presença de proteases intestinais do 
inseto. Esses pré-poros diferiram em seu tamanho, sensibilidade 
à temperatura, capacidade de inserir-se em membranas sintéti-
cas e características de poro, sugerindo que a região da protoxina 
(que, neste caso, não foi clivada) de toxinas formadoras de poro 
(TFP) podem ter um papel funcional, permitindo um mecanis-
mo de ação alternativo que, em 2015, foi denominado de “modelo 
dual” por Tabashnik et al. (2015). Esses autores demonstraram 
que a atividade de protoxinas inicialmente proposta por Gómez et 
al. (2014) foi muito importante para o controle de insetos resis-
tentes a toxinas Cry. Eles testaram tanto a toxina como a protoxina 
de Cry1A para Helicoverpa armigera, H. zea e Diatraea saccharalis, 
e os resultados mostram que as protoxinas foram mais potentes 
que as toxinas ativas, contradizendo o modelo clássico e dando 
suporte ao modelo dual.

2. Bioinseticidas à base de Bt

No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuá-
ria e Abastecimento (Mapa - AGROFIT, 2018), há vinte produtos 
à base de B. thuringiensis no mercado para o controle de pragas 
agrícolas: Able, Agree, Bac-Control Max WP, Bac-Control WP, 
BTControl, COSTAR, Crystal, Dipel, Dipel ES-NT, Dipel WG, Di-
pel WP, Helymax EC, Helymax WP, Javelin WG, Ponto Final, Ta-
rik WP, Thuricide, Thuricide SC, Winner Max EC e Xentari. Esses 
produtos comerciais têm como princípios ativos as linhagens B. 
thuringiensis subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp. aizawai e 
ainda uma estirpe recombinante de B. thuringiensis kurstaki e B. 
thuringiensis azaiwai, que são utilizados no controle de lagartas 
como: H. armigera (lagarta-do-algodão), Anticarsia gemmatalis 
(lagarta-da-soja) e Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho) 
(Lepidoptera: Noctuidae), Tuta absoluta (traça-do-tomateiro) 
(Lepidoptera: Gelechiidae), P. xylostella (traça-das-crucíferas) 
(Lepidoptera: Plutellidae), entre outras espécies pertencentes à 
ordem Lepidoptera (tabela 1). 
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No caso das plantas transgênicas, no Brasil estão libera-
das plantas de milho, soja e algodão, que sintetizam de uma a 
três proteínas Bt (Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1A.105, Cry1F, Cry2Ab2, 
Cry2Ae, Cry3Bb1, Cry34Ab1 e Cry35Ab1) (tabela 2) (CTNBio, 
2014). Os principais alvos das toxinas inseridas nos eventos 
transgênicos são os insetos da ordem Lepidoptera (S. frugiperda, 
A. argillacea, C. virescens e H. zea, P. gossypiella - lagarta 
rosada, A. gemmatalis, C. includens - lagarta medideira, 
Diatraea saccharalis, Agrotis ipsilon, Elasmopalpus lignosellus) 
e da ordem Coleoptera (Diabrotica spp.) (tabela 2). A partir da 
detecção da presença da H. armigera no Brasil, a tecnologia 
também tem sido utilizada para controlar a praga (Monnerat 
et al., 2015a).

Tabela1. Composição de protoxinas presentes nas estirpes de B. thuringiensis utilizadas  
nas formulações comerciais no Brasil

Princípio ativo Composição de protoxinas
B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1D

B. thuringiensis subsp. aizawai Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1C, Cry1D

B. thuringiensis kurstaki e B. thurin-

giensis aizawai
Cry1Ac, Cry1C, Cry1D

Tabela 2. Toxinas de Bt presentes nos eventos transgênicos aprovados pela CTNBio  
(safra 2012/2013).

Eventos 
transgênicos Toxinas de Bt Alvos

Milho
Cry1Ab, Cry2Ab, Cry1A.105, 
Cry1F, VIP3Aa Lepidoptera

Cry3Bb, Cry34 Ab1, Cry35Ab1 Coleoptera

Algodão Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Ab, 
Cry2Ae, Cry1F Lepidoptera

Soja Cry1AcCry2Ae, Cry1F Lepidoptera
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Desde 2013, muitos relatos de ataques severos de S. frugiperda 
foram registrados nas principais culturas transgênicas na região 
do Cerrado (Cruz et al., 2013), e, em 2014, a resistência foi cienti-
ficamente documentada (Farias Jr., 2014; Monnerat et al., 2015). 
Um fato muito preocupante foi a confirmação de que larvas de 
S. frugiperda resistentes à toxina Cry1F eram resistentes também 
às toxinas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac, presentes nos bioinseticidas 
comerciais.  Esse dado comprometeria o uso dos bioinseticidas Bt 
para controle das lagartas resistentes ao milho Bt. 

Para confirmar a teoria, foram conduzidos ensaios de toxici-
dade das estirpes de Bt subespécies kurstaki, aizawai e kurstaki 
+ aizawai, tanto na população de S. frugiperda suscetível às to-
xinas Bt quanto na população resistente ao milho Bt. Os resulta-
dos das CL50 (concentração letal necessária para matar 50% das 
larvas testadas) obtidas nos bioensaios realizados com as popula-
ções de S. frugiperda resistente e suscetível a toxinas Bt indica-
ram que a estirpe mais eficaz é a conjugante Bt kurstaki+aizawai, 
que apresentou CL50 de 15 ng e 31 ng de produto por cm2 de dieta 
para as populações resistente e suscetível, respectivamente (tabe-
la 3). A segunda estirpe mais eficaz foi B. thuringiensis kurstaki, 
que apresentou CL50 de 395 ng/cm2 para a população suscetível 
e 335 ng/cm2 para a população resistente. A estirpe pertencente 
ao sorotipo aizawai causou mortalidade (CL50) de 2.175 ng/cm2 
e de 2.283 ng/cm2 para as populações suscetível e resistente, res-
pectivamente. A análise dos valores de CL50 e seus respectivos 
intervalos de confiança mostraram que a suscetibilidade das po-
pulações suscetível e resistente a cada um dos produtos é seme-
lhante (tabela 3).
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A variação de valores de CL50 obtidas com cada estirpe per-
tencente a cada sorotipo deve estar relacionada à composição de 
toxinas presentes nas mesmas. É possível que haja uma ação si-
nergética entre as toxinas de algumas estirpes, ou seja, a ação se 
torne potencializada quando duas ou mais proteínas Cry agem em 
conjunto (Schnepf et al., 1998; Praça et al., 2004).

Por outro lado, a semelhança de resultados da atuação dos 
produtos nas populações suscetível e resistente deve estar rela-
cionada à ação da protoxina presente nas estirpes. É importan-
te mencionar que a planta transgênica está expressando a toxina 
ativada Bt e, no produto, é a protoxina que está presente. Esse 
dado corrobora os dados publicados por Tabashnik et al. (2015), 
que demonstram que o modo de ação da protoxina e da toxina 
são diferentes (Tabashnik et al., 2015), assim como a população 
de S. frugiperda que estava resistente às toxinas Cry1F, Cry1Aa, 
Cry1Ab e Cry1Ac, provavelmente continuava suscetível às proto-
xinas Cry1F, Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac.

Resultados semelhantes foram obtidos por Jakka et al., 
(2014), que avaliaram a suscetibilidade de S. frugiperda resisten-
te à Cry1Fa, relataram a resistência cruzada em toxinas Cry1Ab 
e Cry1Ac e não encontraram diferenças na suscetibilidade dessa 
população aos bioinseticidas Xentari WG e Dipel ES. Os autores 
consideram que a utilização de pesticidas Bt pode ser alternativa 
viável no manejo de S. frugiperda resistente no campo.

Tabela 3. Toxicidade das diferentes estirpes de Bt para larvas de S. frugiperda das popula-
ções resistentes e suscetível a toxinas Bt.

Sorotipo
CL50

a ng/cm2

Suscetível Resistente
Bt kurstaki+aizawai 31 (26 - 62) 15 (9 - 53)

Bt kurstaki 395 (206 - 632) 335 (145 - 889)

Bt aizawai 2175 (1518 - 2923) 2.283 (1.172 – 3.486)

aCL50 analisada com Probit pelo programa PoloPC da Le’Ora Software (limite de confiança de 90%). 
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3. Considerações finais

Esses resultados indicam que o uso de bioinseticidas à base de 
Bt para o controle de lagartas que sobrevivam à ação da toxina 
de Bt expressa em plantas transgênicas deve ser considerado no 
manejo integrado de pragas (MIP) de diversas culturas, tanto nas 
variedades transgênicas como nas não transgênicas, aumentando 
o número de ferramentas de controle disponíveis ao produtor.
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Desde a liberação no Brasil da primeira variedade comercial 
de algodão transgênica resistente a lepidópteros, em 2005 
(CTNBio, 2005), tanto as empresas detentoras das tecnolo-
gias Bt (Bayer, Basf, Corteva) como as obtentoras de variedades 
comerciais (Basf, Bayer, TMG, IMAmt e Embrapa) apresenta-
ram ao mercado várias cultivares transgênicas de algodão. 

A adoção dessas tecnologias foi muito grande, pois essas va-
riedades transgênicas trouxeram vantagens ao agricultor, seja do 
ponto de vista econômico ou do operacional, durante o manejo da 
cultura, razão pela qual na safra de 2017/18 mais de 98% da super-
fície de Mato Grosso foi cultivada com essas variedades (figura 1). 
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Do total, 31,95% é com a tecnologia WideStrike®, da Corteva; 
25,14% com a GLT®, da Basf, e 26,89% com a BG2RF®, da Bayer, 
sendo todas essas tecnologias Bt associadas ou não à resistência a 
herbicidas. O restante (14,10%) é semeado com variedades trans-
gênicas unicamente resistentes a herbicidas, usadas como refúgios 
para manejar o surgimento de resistência das pragas-alvo às tecno-
logias Bt ou pela qualidade da variedade (qualidade da fibra).

O estado de Mato Grosso vem financiando projetos com algo-
dão Bt desde o início dos anos 2000 por meio do Facual (Fundo 
de Apoio à Cultura do Algodão) e, a partir de 2007, pelo IMAmt. 
Estamos apresentando a seguir os principais trabalhos financiados 
pelo estado e os resultados gerados ao longo desses anos.

1. Projetos com algodão transgênico  
financiados por Mato Grosso e outros estados

Desde 2002, avaliando que o cotonicultor precisaria de mais 
ferramentas para o controle integrado da praga, o Facual de Mato 
Grosso financiou trabalhos de diversas equipes da Embrapa Ce-
nargen, a fim de identificar novas toxinas de Bacillus thurin-
giensis eficientes sobre o bicudo, visando sua clonagem e sua 

Figura 1. Participação das diversas tecnologias no cultivo algodoeiro em Mato Grosso. 
Safra 2017/ 18 (fonte: Ampa, 2018).
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introgressão em plantas de algodoeiro. Parte dos recursos foi di-
recionada ao projeto de “Estratégias moleculares para controle do 
Bicudo do algodoeiro e de Lepidópteros”, coordenado pela dra. 
Grossi-de-Sá, do Cenargen.

No marco desses projetos e dos demais financiados por recur-
sos da Embrapa, do CNPq ou de outros fundos algodoeiros, como 
o Fialgo (Fundo de Incentivo ao Cultivo Algodoeiro do Estado de 
Goiás), essa equipe desenvolveu muitos trabalhos, usando dife-
rentes estratégias moleculares na prospecção de genes que codifi-
cassem proteínas com capacidade para controlar especificamente 
as pragas-alvo (nesse caso Spodoptera frugiperda e Anthonomus 
grandis), para posterior desenvolvimento de variedades comer-
ciais de algodão resistentes a essas pragas.

Vários trabalhos resultantes desse projeto ou de outros foram 
publicados em congressos ou revistas científicas, sendo muitos 
deles relativos ao controle do bicudo com inibidores de proteinase 
(Franco et al., 2002; Dias et al., 2003; Franco et al., 2003; Oli-
veira Neto et al., 2003; Figueira et al., 2004; Franco et al., 2004; 
Grossi-de-Sá et al., 2004d; Oliveira Neto et al., 2004a; Oliveira 
Neto et al., 2004b; Treitler et al., 2004; Calderon et al., 2005; 
Gomes et al., 2005; Dias et al., 2010; Silva et al., 2013) ou com 
toxinas de Bt (Dias et al., 2000; Grossi-de-Sá et al., 2004a; Gros-
si-de-Sá et al., 2004b; Grossi-de-Sá et al., 2004c; Grossi-de-Sá  et 
al., 2007; Nakasu et al., 2010; Oliveira et al., 2011).

 Um pesquisador dessa equipe, Oliveira Neto, trabalhou mui-
to com transformação do algodoeiro via tubo polínico (Oliveira 
Neto et al., 2005a; Oliveira Neto et al., 2005b; Oliveira Neto et al., 
2005c; Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Miranda et al., 
2009), método usado inicialmente com sucesso pelas equipes chi-
nesas. Essa equipe realizou também transformação com biobalísti-
ca (Basso et al., 2009; Lourenço et al., 2010) e por fim, ela iniciou 
trabalhos com outras vias de modificações genéticas do algodoeiro, 
com uso de RNA interferência (Firmino et al., 2013), método usado 
com êxito para a resistência do feijoeiro a uma virose.

A equipe da dra. Monnerat, da Embrapa Cenargen, envolveu-
-se nesses trabalhos sobre o bicudo-do-algodoeiro com a equipe 
da dra. Grossi-de-Sá, ou em projetos diferentes. A ampla expe-
riência da dra. Monnerat sobre a biologia e a criação em meio ar-
tificial do bicudo-do-algodoeiro foi a base para o desenvolvimento 
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de metodologias de realização de bioensaios e screening de estir-
pes e toxinas de Bacillus thuringiensis sobre o bicudo (Dias et al., 
1999; Dias et al., 2000; Monnerat et al., 2000; Nobre et al., 2000; 
Monnerat, 2002; Santos et al., 2003c; Martins et al., 2004). Mas 
o foco principal dos trabalhos dessa equipe, em parte financiados 
por recursos dos fundos dos produtores de Mato Grosso (Projeto 
Facual “Identificação, caracterização e disponibilização de estir-
pes de Bacillus thuringiensis eficazes ao controle de lepidópteros 
desfolhadores da cultura do algodão”) e de Goiás (Fialgo), foi a 
identificação de estirpes de Bacillus thuringiensis (provenientes 
do Banco de Germoplasma de Bacillus entomopatogênicos da 
Embrapa Cenargen) tóxicas para o bicudo-do-algodoeiro.

Várias estirpes foram identificadas (Martins et al., 2000; Mon-
nerat et al., 2001; Martins et al., 2002b; Monnerat et al., 2003a e 
b; Praça et al., 2003; Praça et al., 2004; Silva et al., 2004; Martins 
et al., 2005a; Martins et al., 2007; Teixeira Corrêa et al., 2012).

Em projeto diferente, também financiado pelo Facual e intitu-
lado “Utilização de Bacillus thuringiensis endofíticos para contro-
le de insetos-praga do algodoeiro”, tentou-se desenvolver tecno-
logia para utilização de Bt como inoculante para proteger a planta 
do algodoeiro do ataque de insetos (Monnerat et al., 2009a). Por 
enquanto, esses trabalhos não resultaram em tecnologia utilizável 
pelos cotonicultores.

A partir das estirpes tóxicas para o bicudo-do-algodoeiro, fo-
ram isoladas diversas toxinas cujas toxicidade e caracterização 
biológica e molecular foram realizadas (Martins et al., 2002a; 
Bartz & Monnerat, 2003); foi o caso das proteínas Cry1I (Martins 
et al., 2008; Martins et al., 2005b) e Cry10Aa (Monnerat, 2012), 
que foram sequenciadas, clonadas e tiveram vetores construídos 
e usados por equipes da dra. Santos e da dra. Grossi-de-Sá para 
transformar plantas de algodoeiro.

Os trabalhos ainda estão em andamento, e levará tempo para o 
eventual uso comercial dessas plantas.

Vale lembrar que, anteriormente, equipes da Embrapa Algo-
dão iniciaram trabalhos em Campina Grande/PB para obtenção 
de plantas transgênicas resistentes ao bicudo. Com financiamen-
to do Facual em 2003-2004, uma equipe coordenada pela dra. 
Vidal tentou transformar geneticamente o algodoeiro via Agro-
bacterium tumefaciens; foram usadas construções genéticas com 



259

genes de inibidores de proteases potencialmente eficientes sobre 
o bicudo. Porém, esses trabalhos não tiveram prosseguimento 
(Vidal, 2004).

Ao mesmo tempo, a dra. dos Santos, da Embrapa Algodão, tra-
balhou na linha dos projetos da dra. Grossi-de-Sá e da dra. Mon-
nerat, da Embrapa Cenargen. Ela coordenou novos projetos fi-
nanciados pelo Fialgo, como os projetos “Isolamento, introdução 
e expressão do colesterol oxidase em plantas transgênicas de al-
godão para controle do bicudo do algodoeiro - 2003/2006” e “Ob-
tenção de eventos elite de algodão contendo o gene cry1Ia para 
resistência a lagartas e ao bicudo-do-algodoeiro - 2006/2009”.

Com esses recursos e financiamentos de outras instituições, 
ela desenvolveu também trabalhos sobre a transformação gené-
tica do algodoeiro, em particular via tubo polínico (Santos et al., 
2004c; Santos et al., 2005; Pinheiro et al., 2006a; Pinheiro et al., 
2006b; Carvalho & Santos, 2007a; Carvalho et al., 2007b; Medei-
ros et al., 2007; Pinheiro et al., 2007; Pinheiro et al., 2008; Lima 
et al., 2009b), trabalhando inicialmente com genes de inibidores 
de protease e genes de Bt (Monnerat et al., 2003a; Monnerat et 
al., 2003b; Monnerat et al., 2009b).

Os últimos trabalhos foram realizados com o gene cry1Ia, vi-
sando o controle de Spodoptera fruguperda e de Anthonomus 
grandis (Silva et al., 2008a; Silva et al., 2008b; Monnerat et al., 
2009b; Santos et al., 2009; Silva et al., 2009; Silva et al., 2014a; 
Silva et al., 2014b). Algumas plantas possivelmente transforma-
das foram obtidas, e a sua avaliação do ponto de vista molecular 
e de sua eficiência biológica e toxicidade sobre pragas-alvo ain-
da está em andamento. Atualmente, a dra. dos Santos segue com 
pesquisas sobre transformação genética do algodoeiro via tubo 
polínico com um novo gene cry10Aa, promissor para o controle 
do bicudo-do-algodoeiro. 

Durante esse período, ela trabalhou também com proteínas e 
genes expressos especificamente nos botões florais do algodoeiro, 
visando identificar promotores e construções que permitirão, no 
futuro, a obtenção de plantas geneticamente transformadas com 
expressão da toxina unicamente nos botões florais, onde o bicudo 
se alimenta e oviposita (Batista et al., 2008; Batista et al., 2009; 
Lima et al., 2009a; Queiroz et al., 2010; Batista et al., 2012; Pi-
nheiro et al., 2012; Batista et al., 2014).



260

Em 2007, o dr. Alves- Ferreira, da Universidade Federal do 
Rio de Janeiro, conduziu um projeto a fim de identificar genes 
expressos exclusivamente em tecidos florais (projeto: “Desenvol-
vimento de ferramentas biotecnológicas para o controle do bicu-
do-do-algodoeiro: Identificação de gene expresso exclusivamente 
em tecidos florais para clonagem e caracterização preliminar de 
promotores específicos de flor”, financiamento do Facual). Esse 
trabalho visa desenvolver promotores tecido-específicos para se-
rem usados em construções genéticas com genes letais identifica-
dos pelas equipes da Embrapa Cenargen. Com pesquisadores da 
Embrapa Cenargen, publicou resultados sobre esses promotores 
específicos, visando construções genéticas para expressar genes 
de utilidade (sejam genes de inibidores de protease ou genes cry 
de Bt) unicamente nos órgãos frutíferos do algodoeiro (Viana et 
al., 2011; Artico et al., 2013; Artico et al., 2014), para o controle do 
bicudo-do-algodoeiro.

Finalmente, nesses últimos dezessete anos, muitos trabalhos 
foram conduzidos, com apoio financeiro dos produtores (pelos 
fundos Facual e do IMAmt, do Fialgo) ou de outras fontes finan-
ciadoras, como CNPq, ou mesmo fundos próprios da Embrapa, 
para obtenção de plantas de algodão geneticamente modificadas 
resistentes ao bicudo. Muitos “ativos” foram gerados; muitos tra-
balhos técnicos e científicos foram publicados.

Porém, até agora, nenhuma equipe conseguiu produzir uma 
planta de algodão comprovadamente transformada, com alta efi-
ciência para o controle do bicudo-do-algodoeiro e suscetível de 
originar variedades comerciais resistentes a esse inseto.

Mais investimentos serão necessários para alcançar esse objeti-
vo, em particular para dispor de uma plataforma de transformação 
eficiente, de alta capacidade, capaz de transformar em rotina um 
número elevado de plantas, com diversas construções genéticas.

O caminho ainda é longo para dispor aos produtores de algodão 
variedades transgênicas resistentes ao bicudo; a união dos esforços 
de todas as equipes de pesquisa nacionais e internacionais e investi-
mentos importantes serão necessários para alcançar esse objetivo.
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2. Variedades de algodão Bt desenvolvidas  
para Mato Grosso

Desde sua criação em 2007, o IMAmt vem trabalhando para 
apresentar a seus associados, os produtores de algodão de Mato 
Grosso, variedades competitivas com as mais modernas tecno-
logias. As tecnologias Bt incorporadas nas variedades atuais do 
IMAmt são de propriedade das empresas globais Basf, Bayer, 
Corteva e Syngenta, porém, recentemente, foi iniciado um pro-
grama nacional de busca por novos genes para controle do 
bicudo (Anthonomus grandis) e de lepidópteros resistentes às 
tecnologias atuais (Spodoptera spp.), do qual o IMAmt participa 
ativamente.

2.1 Melhoramento genético do algodoeiro do IMAmt 

O programa de melhoramento genético do algodoeiro do 
IMAmt teve início em 2008, com a integração de diversos germo-
plasmas — da Coodetec, da LD Sementes e Salles Sementes — a 
germoplasmas comerciais americanos e australianos. Ao longo 
dos anos, o nível geral de tolerância e resistência a doenças e ne-
matoides vem evoluindo significativamente.

O programa é estruturado em duas plataformas de trabalho: 
uma para gerar linhas convencionais elites, com resistência e/ ou 
tolerância a doenças e nematoides, e outra para introgredir nessas 
linhas as diversas tecnologias que o IMAmt licencia, Bollgard II-
-RF, Bollgard III-RF, WS, WS-P, GL, GLT, GLTP etc. O programa 
trabalha em rotina, realizando pelo menos três retrocruzamentos 
com as linhas elites, usando ferramentas de marcadores molecu-
lares para identificar tanto os traits transgênicos incorporados, 
como traits convencionais de resistência a doenças e nematoides.

Ao longo dos anos, o IMAmt comercializou diversas varieda-
des de algodão transgênicas (tabela 1); dessas, IMA 5801B2RF é 
a mais promissora para o IMAmt participar significativamente do 
mercado do algodão de Mato Grosso.
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Tabela 1. Variedades GM comercializadas pelo IMAmt

Nome
Início da 

comercia-
lização

Principais tecnologias incorporadas

IMA 6001LL 2010 Liberty Link/ R. a glufosinato

IMA 7501WS 2014 WideStrike/ R. a lagartas; tolerância a doen-
ças foliares e nematoides

IMA 5675B2RF 2015 Bollgard II-RF/ R. a glifosato e lagartas

IMA 2106 GL* 2015 GL/ R. a glifosato e glufosinato

IMA 8401GLT* 2015 GLT/ R. a glifosato e glufosinato e a lagartas

IMA 5801B2RF 2018
Bollgard II-RF/ R. a glifosato e lagartas; 
Resistência a nematoides-das-galhas e 
ramulária

IMA 8001WS 2019 WideStrike/ R. a lagartas; tolerância ao 
nematoide reniforme

IMA 6801B2RF 2019 Bollgard II-RF/ R. a glifosato e lagartas

* Variedades licenciadas

2.2 Algodão Bt resistente ao bicudo e a lagartas

Até o momento, todas as variedades Bt têm por praga-alvo 
lepidópteros, e nenhuma tecnologia transgênica atualmente dis-
ponível apresenta qualquer efetividade sobre Anthonomus grandis 
(bicudo-do-algodoeiro), que figura como a principal praga da coto-
nicultura da América Latina. 

Os danos econômicos relacionados ao ataque do bicudo ocor-
rem por conta de seus hábitos reprodutivo e alimentar, que des-
troem botões e maçãs do algodoeiro, levando a grandes perdas na 
produtividade de pluma e podendo provocar perdas de até 100%. 
Adicionalmente, ocorre o aumento exponencial dos custos de 
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produção em decorrência do uso de inseticidas altamente tóxicos 
para seu controle. Dados publicados falam de perdas anuais de 
cerca de USD 200 milhões para o setor produtivo brasileiro em 
decorrência dessa praga (Belot et al., 2016).

O controle químico é oneroso, danoso ao ambiente e à saúde 
dos operadores de campo e não é devidamente efetivo, uma vez 
que as larvas, cujo hábito endofítico as mantém dentro de botões 
e maçãs, permanecem inacessíveis às aplicações de inseticidas. 
Ao final de cada safra, as populações desse inseto refugiam-se 
dentro da mata nativa ou continuam a reproduzir-se sobre plan-
tas voluntárias de algodoeiro. No período de safra, reproduzem-
-se rapidamente nas lavouras em que não houver um programa de 
controle populacional ativo e eficiente. Nesse contexto, podemos 
imaginar que plantas geneticamente transformadas que expres-
sariam altos níveis de moléculas inseticidas em botões e maçãs 
figuram como a ferramenta biotecnológica mais eficaz para a so-
lução do problema.

Como relatado anteriormente, muitos trabalhos de pesquisa já 
foram conduzidos por instituições diversas (Embrapa, universi-
dades etc.) visando identificar toxinas candidatas para transfor-
mar o algodoeiro e controlar o bicudo. Porém, até agora, nenhum 
resultado significativo que poderia ser usado para a obtenção de 
uma variedade comercial foi alcançado.

Logo, uma iniciativa público-privada nacional vem desenvol-
vendo trabalhos de cooperação por meio da Plataforma de Desen-
volvimento de Algodoeiro Transgênico Resistente ao Bicudo. Fa-
zem parte dessa iniciativa de cooperação a Associação Brasileira 
dos Produtores de Algodão (Abrapa), o Instituto Mato-grossense 
do Algodão (IMAmt) — pertencente à Associação Mato-grossen-
se dos Produtores de Algodão (Ampa) —, a Empresa Nacional de 
Pesquisa Agropecuária (Embrapa) — com grupos de pesquisa li-
gados à Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Embrapa 
Algodão —, a empresa israelense Evogene, especializada na pros-
pecção de novos genes e promotores, assim como o Instituto Bra-
sileiro do Algodão (IBA), como fundo financiador.

A Plataforma é um trabalho colaborativo e possui componen-
tes de curto, médio e longo prazos, que permitirão o desenvol-
vimento de tecnologias para combater o bicudo. Esse pipeline 
consiste em uma série de ações concatenadas e complementa-
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res, que incluem a prospecção (descoberta e validação de genes 
e promotores, síntese e otimização de cassetes gênicos para al-
tos níveis de expressão), a transformação genética (prova de 
conceito em plantas de algodão, caracterização molecular dos 
eventos com potencial de uso comercial, seleção de linhagens 
transgênicas com uma única cópia do transgene, seleção de li-
nhagens com altos níveis de expressão estável dos transgenes) 
e a fenotipagem (estudos da eficiência das plantas transgêni-
cas no controle do bicudo em laboratório, casa de vegetação 
e a campo). Ao fim desse projeto, cuja duração prevista é de 
cinco anos, prevê-se a obtenção de eventos transgênicos com 
potencial para a geração de uma nova tecnologia de algodoeiro 
GM resistente ao bicudo. Claro que será necessário muito mais 
tempo para poder oferecer essa tecnologia ao produtor, pois há 
a necessidade de transferi-la em variedades adaptadas, asso-
ciadas ou não às tecnologias atuais de resistência a herbicida e 
lepidópteros, e obter, junto ao CTNBio, todas as autorizações 
de liberação no meio ambiente.

Esse projeto visa principalmente a obtenção de plantas transfor-
madas resistentes ao bicudo; porém, diversos elementos do projeto 
serão usados para transformação genética visando lagartas resis-
tentes às tecnologias atuais. O screening de novas toxinas será rea-
lizado para o bicudo e para alguns lepidópteros com resistência às 
toxinas atuais, como Spodoptera spp. e Helicoverpa spp.

3. Eficiência e custos de produção das variedades 
de algodão Bt em Mato Grosso

3.1 Eficiência das tecnologias Bt

O Departamento de Entomologia do IMAmt realiza anualmen-
te biotestes de eficiência das diversas tecnologias Bt sobre pra-
gas-alvo. O objetivo dos biotestes é comparar ano a ano a taxa de 
sobrevivência de populações locais às principais cultivares Bt de 
algodoeiro. Esse monitoramento é de extrema importância, pois 
possibilita a construção de estratégias para o Manejo da Resistên-
cia de Insetos (MRI). 

Os biotestes são realizados em laboratório, utilizando-se dis-
cos foliares de cultivares comerciais de algodoeiro semeados em 
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casa de vegetação. Para o teste, populações da praga são coletadas 
em lavouras comerciais e mantidas durante uma geração em salas 
climatizadas específicas para criação. 

Com a geração F1 dá-se início aos biotestes, quando lagartas 
neonatas são individualizadas e mantidas em condições controla-
das de temperatura e umidade. Cada tratamento é composto por 
uma cultivar, onde discos foliares são oferecidos (ad libitum) e tro-
cados diariamente, até que as lagartas completem a fase larval. Ao 
atingirem a fase de pupa, é realizado o cálculo da viabilidade lar-
val e consequentemente o porcentual de sobrevivência para cada 
tratamento. Os gráficos 1 e 2 apresentam os principais resultados 
obtidos com Spodoptera frugiperda e Helicoverpa armigera (Cro-
sariol Netto et al., 2018a)

Para Spodoptera frugiperda, desde a safra 2015/2016, os ín-
dices de sobrevivência observados para cultivares WideStrike® 

(Cry1Ac + Cry1F) são muito próximos aos observados para as cul-
tivares não Bt (cultivares sem expressão de proteína inseticida), 
ou seja, as proteínas Cry1Ac + Cry1F expressas por estas cultiva-
res não apresentam efeito de controle satisfatório sobre a espécie, 
indicando que as populações de Mato Grosso apresentam resis-

Gráfico 1. Porcentual de lagartas de S. frugiperda que completaram a fase larval alimentan-
do-se com folhas de cultivares de algodoeiro Bt.
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tência a essas proteínas. 
Na safra 2014/2016 e 2015/2016, cerca de 65% das cultivares de 

algodão semeadas no Estado de Mato Grosso eram da tecnologia 
WideStrike®; além disso, as cultivares de soja IPRO® (Cry1Ac) e 
alguns híbridos de milho expressam as mesmas proteínas, impli-
cando em forte pressão de seleção sobre as populações do lepidóp-
tero. Nas últimas safras, em lavouras comerciais de algodão, ob-
servaram-se grandes populações de S. frugiperda causando danos 
significativos em algodão WideStrike®, para as quais se fizeram ne-
cessárias inúmeras aplicações inseticidas para o controle da praga.

Nas cultivares de algodão TwinLink® (Cry1Ab + Cry2Ae), no 
primeiro ano da realização do bioteste, o porcentual de sobrevi-
vência de S. frugiperda foi de apenas 7%. Já nas safras seguintes, 
observou-se um pequeno crescimento desse índice, que passou a 
ser de 11%. Esses resultados refletem o que se tem observado em 
lavouras comerciais, nos primeiros anos de adoção das cultivares 
TwinLink®, ou seja, alta supressão de lagartas de S. frugiperda 
na qual não havia a necessidade da realização de aplicações de 
inseticidas para o controle dessa espécie. Já nas últimas safras, 
algumas áreas semeadas com essas cultivares necessitaram de 
aplicações adicionais de inseticida para o controle desta espécie, 
dando indícios do início da seleção de populações resistentes. 

Para as cultivares Bollgard II® (Cry1Ac + Cry2Ab2), na safra 
2015/2016 observou-se que o porcentual de sobrevivência de 
S. frugiperda era de apenas 12%, sendo que, na safra 2016/2017, 
esse índice atingiu 16% e, na 2017/2018, foi para 57%, demons-
trando uma possível seleção de populações resistentes à combi-
nação de proteínas. Em lavouras comerciais, nas últimas safras, 
observou-se a necessidade da realização de aplicações adicionais 
de inseticida para o controle de S. frugiperda nessas cultivares, 
corroborando os resultados obtidos no bioteste.

A pressão de seleção exercida por essas proteínas no sistema 
ocorre de forma mais intensa, uma vez que a proteína inseticida 
Cry1Ac está presente em outras cultivares de algodão (Bollgard I® e 
WideStrike®) e nas cultivares de soja (IPRO®); a proteína Cry2Ab2 
está presente em híbridos de milho (PowerCore® e VTPro®) que 
contam com grandes áreas plantadas em Mato Grosso. Tal pres-
são constante acelera a quebra da eficiência de controle das culti-
vares sobre essa praga. 
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Para verificar o efeito de controle das cultivares de algodão Bt 
sobre H. armigera, foram realizados biotestes com a mesma me-
todologia utilizada para S. frugiperda. No primeiro ano da reali-
zação do biotestes (safra 2015/2016), 92% das lagartas morreram 
logo no primeiro ínstar ao alimentarem-se de folhas das cultivares 
de algodão WideStrike®. No entanto, 8% dessas lagartas desen-
volveram-se até o quarto ínstar. Na safra seguinte, constatou-se 
que 36% das lagartas que se alimentaram de folhas dessa cultivar 
atingiram o quarto ínstar de desenvolvimento.

Para as cultivares Bollgard II® na safra 2015/2016, apenas 2% 
das lagartas que se alimentaram de folhas conseguiram atingir o 
quarto ínstar de desenvolvimento. Na safra seguinte, porém, esse 
índice subiu para 3%. Para as cultivares TwinLink®, em ambas as 
safras constatou-se 100% de mortalidade das lagartas, indicando 
que essa apresenta alta eficiência de controle de lagartas.

Importante salientar que nessas duas safras, para todas as 
cultivares testadas, nenhuma lagarta conseguiu completar a fase 
larval de desenvolvimento, ou seja, todas morreram antes de vi-
rarem pupas, mesmo aquelas que conseguiram atingir o quarto 
ínstar de desenvolvimento. Esse porcentual de lagartas que con-

Gráfico 2. Porcentual de lagartas de H. armigera que atingiram o 4º ínstar de desenvolvi-
mento alimentando-se com folhas de cultivares de algodoeiro Bt
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seguem se desenvolver até o quarto ínstar indica o início de uma 
possível seleção de resistência, pois observou-se, ao longo de duas 
safras, que houve incremento na taxa de indivíduos mais toleran-
tes à quantidade de proteína expressa na planta.

Na safra 2017/2018, os trabalhos realizados para H. armigera 
demonstraram que os parâmetros observados para as cultivares 
Bollgard II® e TwinLink® mantiveram-se, demonstrando alta efi-
ciência de controle dessas cultivares sobre lagartas de H. armi-
gera. Já para a tecnologia WideStrike®, foi constatado que 42% 
das lagartas atingiram o quarto ínstar de desenvolvimento e, di-
ferentemente do observado nos primeiros anos de estudo, 23% 
destas lagartas chegaram à fase de pupa e, consequentemente, à 
fase adulta, estando aptas para a reprodução.

Além dos dados obtidos pelos biotestes, na safra 2017/2018, 
Crosariol Netto et al. (2018b) constataram a presença de lagartas 
de H. armigera ocasionando danos significativos a talhões de al-
godoeiro WideStrike® no município de Campo Verde/MT, o que 
indica uma possível presença de população resistente a essas pro-
teínas inseticidas.

No atual cenário, o que se observa para H. armigera reflete o 
que já é observado para S. frugiperda, para a qual, inicialmente, 
constataram-se danos de forma mais intensa em cultivares comer-
ciais lançadas havia mais tempo, como, por exemplo, WideStrike®, 
e, ao decorrer das safras, os danos foram surgindo de forma mais 
expressiva em cultivares com tecnologias mais recentes, como 
Bollgard II® e TwinLink®. Isso demostra que, no atual sistema de 
cultivo adotado em Mato Grosso, há uma contínua pressão de se-
leção, o que contribui para a rápida perda de eficiência das pro-
teínas inseticidas, impactando em custos adicionais por conta da 
necessidade de intervenções com inseticidas para o controle des-
sas espécies.     

3.2 Custo e rentabilidade das tecnologias Bt

As variedades de algodão são submetidas à Lei de Sementes, 
baseada na Convenção Internacional da União para a Proteção 
das Obtenções Vegetais (Upov) de proteção das cultivares, da qual 
o Brasil é signatário. A fim de preservar os diretos dos pequenos 
agricultores, essa legislação prevê que os agricultores têm o di-



269

reito de salvar sementes da sua lavoura e utilizá-las para proveito 
próprio. Isso é válido para qualquer tipo de variedade, protegi-
da ou não junto ao Mapa-SNPC (Serviço Nacional de Proteção de 
Cultivares).

Porém, as variedades comerciais GM contêm tecnologias Bt 
que são protegidas pela Lei de Patentes, e não pela Lei de Cultiva-
res. Assim sendo, nenhum agricultor tem a autorização de usá-las 
sem pagamento prévio de uma taxa estabelecida pelo detentor da 
patente; a taxa (royalties) é estabelecida pelo detentor com base 
em critérios próprios, muitas vezes sem negociação prévia com os 
produtores.

Assim, variedades transgênicas com tecnologias Bt ou de resis-
tência a herbicidas, enquanto for válido o prazo de proteção da pa-
tente, são submetidas ao pagamento de royalties (tabela 2). Esses 
valores são estabelecidos pelas empresas detentoras em função de 
cada país.

Portanto, é de grande importância para o produtor conhecer 
o custo-benefício de cada tecnologia antes de definir a variedade 
que usará em sua lavoura.

Tabela 2. Valor de royalties cobrados para cada tecnologia no Brasil.

Tecnologia Preço/hectare 
(em USD*)

Preço/saco  
(em USD*)

GlyTol LibertLink Twinlink (GLT) 240,00 408,00

Bollgard II RoundUp Ready Flex (B2RF) 240,00 408,00

WideStrike (WS) 145,00 223,07

GlyTol LibertLink (GL) 80,00 123,07

Liberty Link (LL) 40,00 53,33

RoundUp Ready Flex (RF 80,00 123,07

*USD = Dólar americano
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Estudos realizados pelo Cepea/Esalq

Estudo do Centro de Estudos Avançados em Economia Aplica-
da da Escola Superior de Agricultura “Luís de Queirós” (Cepea-
-Esalq), em colaboração com a Ampa (Cepea, 2018) (figura 2), 
sobre custos de produção e rentabilidade do cultivo (Alves et al., 
2015), realizado com base na metodologia dos painéis, apresen-
ta estimativas de rentabilidade do cultivo em relação ao custo 
total (CT) para diversos sistemas de produção (safra e segunda 
safra) e diversas tecnologias (WS, GL, GLT, GLT, B2RF). 

Os dados devem ser analisados com cautela quando se trata de 
comparar as biotecnologias. Geralmente, não representam exata-
mente uma diferença de rentabilidade entre as tecnologias, por-
que elas são “carregadas” por germoplasma diferente (variedades 
diferentes).

Figura 2. Rentabilidade sobre custo total (CT) do algodão safra e segunda safra para 
diversas tecnologias (Cepea, 2018).
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Por exemplo, para o sistema de safra, sabe-se que as varieda-
des FM 975WS e TMG 81WS são muito produtivas e estáveis, ca-
racterísticas que proporcionam vantagem no momento da esco-
lha da cultivar pelo produtor, independentemente da tecnologia 
que ela carrega. A tecnologia GL, apesar de mostrar um custo de 
produção elevado (tabela 3), apresenta rentabilidade boa (20,7% 
a 22,9%) por conta da alta produtividade e da qualidade de fibra 
da cultivar GL do mercado.

Nesse mesmo estudo, é apresentada a avaliação do custo de pro-
dução em uma mesma região para diversas tecnologias (tabela 3).

Na região de Sorriso, todo o algodão é conduzido em sistema 
de segunda safra, após uma soja precoce. Nessa área, as varieda-
des com tecnologias GLT® apresentam custo operacional e total 
significativamente inferior às variedades de tecnologias GL®, que, 
apesar de um custo de tecnologia inferior, precisam de um nú-
mero maior de aplicação de inseticidas para controlar as pragas 
lepidópteras. Nessa tabela, o custo de fertilizante maior para a 
variedade GL® não se explica em relação à tecnologia, porém em 
relação às condições de manejo usadas nesse painel.
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Tabela 3. Custos de produção na região de Sorriso, para diversas tecnologias (Cepea, 2018)

Itens
Sorriso

Alg. 2a 
safra WS

Alg. 2a 
safra GLT

Alg. 2a 
safra GL

Fertilizantes R$ 1.225,08 R$ 1.019,11 R$ 1.631,95

Herbicidas R$ 434,36 R$ 308,22 R$ 705,41

Inseticidas R$ 1.169,11 R$ 621,72 R$ 1.840,11

Fungicidas R$ 298,55 R$ 246,66 R$ 369,86

DMR (Desf./Mat./Regulador) R$ 128,88 R$ 245,85 R$ 278,61

Outros químicos R$ 10,29 R$ 14,45 R$ 55,85

Semente R$ 545,40 R$ 822,95 R$ 422,34

Serviço terceirizado R$  138,63 R$ 144,69 R$ 56,09

Diesel R$ 473,30 R$  474,86 R$  586,04

Manut. Maq. e Equip. R$ 377,32 R$ 401,36 R$ 440,14

Frete R$ 0,63 R$ - R$ 0,57

M. de Obra R$ 664,95 R$ 385,39 R$ 776,98

Armaz./Benef. R$ 651,50 R$ 726,49 R$ 885,45

Tributos de comercialização R$ 453,17 R$ 511,98 R$ 447,75

Seguro R$ 21,48 R$ 22,81 R$ 22,70

Assist. Técnica R$ 109,32 R$ 93,71 R$ 143,27

Financ. de capital de giro R$ 424,48 R$ 366,86 R$ 559,76

Custo Operacional R$ 7.126,44 R$ 6.407,11 R$ 9.222,88

Custo Total R$ 7.971,24 R$ 7.472,73 R$ 9.992,77
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Levantamentos realizados pelo IMAmt

Cada ano, o IMAmt realiza junto aos produtores, gerentes de 
fazendas e consultores, um levantamento sobre a percepção que 
eles têm a respeito dos custos de controle de pragas e plantas da-
ninhas para as diversas tecnologias (tabelas 4 a 7). Esses dados 
“médios” traduzem a percepção das vantagens de cada tecnologia 
pelos produtores em relação ao controle de lepidópteros e plantas 
daninhas.

Esses trabalhos ajudam a entender a percepção dos utilizado-
res das biotecnologias em relação ao preço cobrado pelos detento-
res dos traits transgênicos presentes nas diversas variedades. Os 
levantamentos tomam em conta a pressão das pragas-alvo duran-
te a safra, que pode ser muito diferente de uma safra para outra. 
Ao longo dos anos, a percepção é que as tecnologias B2RF e GLT 
apresentam maior retorno financeiro, apesar de serem tecnolo-
gias mais caras. Um elemento importante a ser levado em con-
ta na análise dessas tabelas é o aumento, ao longo dos anos, da 
pressão de certas pragas, como Spodoptera spp., Helicoverpa zea 
e H. armigera, ainda controladas de maneira satisfatória pelas 
tecnologias B2RF e GLT.

Vale lembrar que a adoção de tecnologias Bt e de resistência 
a herbicidas por parte dos produtores não é só o reflexo de uma 
vantagem financeira em termo de rentabilidade da cultura; fato-
res como redução do uso de mão de obra na lavoura ou seguran-
ça para o controle de pragas de difícil controle durante a estação 
chuvosa podem ser determinantes no uso dessas tecnologias GM. 
Esses fatores podem explicar em parte o uso importante da tecno-
logia WS, ainda usada em 32% de Mato Grosso, mais propiciando 
economias limitadas em termo de controle de pragas e plantas 
daninhas. É importante salientar aqui que, se as tecnologias WS e 
GL ainda são muito utilizadas, isso se deve à grande qualidade do 
germoplasma que as carregam, à rusticidade e à alta produtivida-
de para WS, e fibra de excelente qualidade no caso do GL, além de 
uso como refúgio em variedades Bt.
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