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Resumo 

Em 2015, o Brasil foi o segundo maior em hectares plantados com culturas geneticamente 
modificadas ficando atrás somente para os Estados Unidos. Em 2013,produtores de milho da 
região do Cerrado brasileiro relataram que ao longo dos quatro anos em que o milho Bt 
expressando Cry1F está sendo cultivado, a eficácia de controle diminuiu significativamente, 
forçando-os a utilizar produtos químicos para reduzir os danos causados por S. frugiperda. 
Uma colônia de S. frugiperda foi estabelecida a partir de indivíduos coletados em 2013, no 
Brasil, a partir de plantas de milho Cry1Fa (Sf1) demontrou ter, pelo menos, níveis de 
resistência mais de dez vezes mais elevados em comparação com a colônia susceptível 
(Sflab). Ensaios em laboratório com folhas de milho mostrou que, em comparação com a 
população SfLab, as larvas Sf1 foram capazes de sobreviver alimentando-se de folhas de milho 
Cry1Fa. A população Sf1 foi mantida sem pressão de seleção por oito gerações e demonstrou 
manter altos níveis de resistência à toxina Cry1Fa. Sf1 apresentaram maior resistência cruzada 
a Cry1Aa do que as toxinas Cry1Ab ou Cry1Ac. Como relatado anteriormente, as toxinas 
Cry1A competiu com a ligação da Cry1Fa de BBMV de insetos da SfLab, explicando 
resistência cruzada a toxinas Cry1A. Em contrapartida, toxinas Cry2A não competiu com a 
ligação da Cry1Fa com BBMV de SfLab - e não foi observada resistência cruzada a Cry2A, 
embora toxinas Cry2A mostram baixa toxicidade para S.frugiperda. Os dados de bioensaios 
aqui relatados mostram que os insetos coletados de milho Cry1Fa na região do Cerrado eram 
resistentes a Cry1Fa sugerindo que a resistência contribuiu para falhas no campo de milho 
para controlar S.frugiperda. O estudo da detecção da atividade dos receptores Aminopeptidase 
(APN) e fofatase alcalina (ALP) indicaram que os níveis de ALP detecção de receptores e o 
APN de algumas das populações resistentes apresentaram níveis baixos de ALP em todas as 
análises, indicando ser esta a razão da resistência. Bioensaios com Cry1AbMod e Cry1AcMod 
demonstraram que estas  proteínas são altamente ativas tanto para suscetível, quanto para 
populaçao resistente. Estas toxinas são candidatas a serem introduzidas em novos eventos de 
milho para o controle de S. frugiperda. Testes utilizando biopesticidas de B. thuringiensis não 
mostrou diferenças entre a susceptibilidade da população resistante e susceptível, indicando 
que existe uma diferença no modo de açã entre a protoxina e a toxina além de uma ação 
sinergística. Portanto, os produtos biológicos são uma alternativa para serem utilizados no 
controle de populações resistentes no campo. 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
Palavras chaves: resistência cruzada, ensaio de ligação, toxina Cry, Cry1Amod, ALP e APN. 
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Abstract 
 
 
 

In 2015, Brazil was the contry with the second largest área planted with genetically modified 
crops getting behind the United States. In 2013, in Brazilian Cerrado region of corn producers 
reported that the control efficacy of Bt corn expressing the Cry1F toxin decreased significantly, 
forcing them to use chemicals to reduce the damage caused by  S. frugiperda.  A colony of S. 
frugiperda was established from individuals collected in 2013 from Cry1Fa corn plants (Sf1) in 
Braziland shown to have at least more than ten- fold higher resistance levels compared with a 
susceptible colony (Sflab). The Sf1 population was maintained with out selection for eight 
generations and shown to maintain high levels of resistance to Cry1Fa toxin. Sf1 showed higher 
cross-resistance to Cry1Aa than to Cry1Ab or Cry1Ac toxins. New populations were collected, 
three in state of Bahia and one in the same GO region. All these populations showed resistance 
to Cry1F toxin. The Cry1A toxins competed the binding of Cry1Fa to brush border membrane 
vesicles (BBMV) from SfLab insects, explaining cross-resistance to Cry1A toxins. In contrast 
Cry2A toxins did not compete Cry1Fa binding to SfLab - BBMV and no cross-resistance to 
Cry2A was observed, although Cry2A toxins  show low toxicity to S.frugiperda. The study of 
aminopeptidase N (APN) receptors and alkaline-phosphatases (ALPs)  activity shown that 
resistant populatinos have low activity of this enzyme, indicating this is the reason for 
resistance. Bioassays using the modified toxins on the N-terminal portion, as Cry1AbMod and 
Cry1AcMod, demonstrated that these proteins are highly active both resistant and susceptible 
populations. These toxins are candidates to be introduced in new corn to control S. frugiperda. 
Tests using biopesticides made of B. thuringiensis showed no difference between the 
susceptibility of resistant and susceptible populations, indicating that exist a different mode of 
action between protoxinas and toxins and a sinergystic action. Therefore, these products could 
be used to control these resistant field populations. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
 
Key words: cross-resistance, binding assays, Cry toxin, Cry1Amod, ALP e APN. 
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1. Introdução Geral 

 

A cultura do milho é considerada uma das mais importantes no cenário mundial de 

produção agrícola. É o grão mais produzido no mundo, representando 38,1% do total, seguido 

pelo trigo (29,1%) e pelo arroz (20,8%) (CONAB, 2015). 

O milho, assim como a maioria das culturas, está sujeito ao ataque de diversas pragas. 

O crescimento das áreas cultivadas, aliado à presença de áreas extensivas contíguas de 

algodão e soja, tem favorecido o ataque de insetos polífagos. Dentre eles, a lagarta-do-

cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda, J. E. Smith (1797), é a que vem causando maiores 

perdas econômicas, por ser um inseto de alto potencial de dano (GALLO, 2002; PRAÇA et al., 

2006; CONAB, 2016a).  

O aumento da conscientização da população para os efeitos negativos que os 

pesticidas causam na saúde pública e no meio ambiente tem aumentado a busca por novas 

formas de controle de pragas que sejam mais econômicas e menos danosas ao agrossistema. 

Uma das alternativas ao controle químico, é a utilização de plantas transgênicas que 

expressam toxinas da bactéria Bacillus thuringiensis, conhecidas como plantas Bt. Essa 

bactéria produz proteínas altamente tóxicas e específicas para matar os insetos, são 

biodegradáveis e podem ser utilizadas tanto como base para a síntese de produtos formulados, 

como doadora de genes para inserção em plantas (PRAÇA, 2012). As plantas Bt são capazes 

de expressar toxinas Cry, resultando em culturas resistentes ao ataque de insetos, inclusive 

pragas de difícil controle, como a S. frugiperda.  

O primeiro país a liberar comercialmente as plantas transgênicas na América Latina foi 

a Argentina, em 1996, o ano em que a soja resistente ao glifosato foi amplamente cultivada 

pela primeira vez. A tecnologia do milho geneticamente modificado foi lançada comercialmente 

nos Estados Unidos, em 1996. No Brasil, a primeira liberação da planta Bt foi a do algodão 

expressando a toxina Cry1Ab e ocorreu em 2005, sendo uma importante ferramenta para 

controlar insetos praga, reduzir a utilização de produtos químicos e incrementar a produção 

agrícola (TABASHNIK et al., 2013). A partir de 2007, diversos eventos de milho expressando 

toxinas Bt foram liberados para comercialização (CONAB, 2014; JAMES, 2015). Durante 

muitos anos a soja transgênica foi a única produzida e comercializada no Brasil, e a partir do 
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final de 2009, começaram a ser aprovadas pela CTNBio (SANAHUJA et al., 2011; BRAVO et 

al., 2013).  

Em 2015, em todo o mundo foram cultivados mais de 179,7 milhões de hectares de 

plantas geneticamente modificadas (GM). No Brasil, a área plantada de culturas Bt vem 

aumentando mais do que em qualquer outro país, alcançando 43,7 milhões de hectares, 

estando em segundo lugar mundial, pelo sexto ano consecutivo (JAMES, 2015). 

É importante ressaltar que o plantio extensivo e sem a adoção das recomendações 

técnicas necessárias as culturas Bt pode aumentar a pressão de seleção e acelerar a 

resistência em populações de pragas-alvo (MONNERAT et al., 2006). Existem relatos na 

literatura de resistência de insetos em cultivos Bt de na cultura do algodão na India 

(Pectinophora gossypiella) (DHURUA; GUJAR, 2011), e na China (Helicoverpa armigera) 

(ZHANG et al., 2011), no milho em Porto Rico (S. frugiperda), na Carolina do Norte (S. 

frupiperda) e no Brasil (S. frugiperda) (STORER et al., 2012a; BERNARDI  et al., 2015; 

MONNERAT  et al., 2015a; OMOTO et al., 2015; LI et al., 2016), entre outros. 

Diversas estratégias podem ser estabelecidas para atrasar a seleção de insetos 

resistentes aos cultivos Bt. Dentre elas está a utilização de pesticidas e agrotóxicos, sendo que 

a mais utilizada consiste na implantação de zonas de refúgio que contenham cultivares 

convencionais. As zonas de refúgio permitem a sobrevivência de insetos susceptíveis. Desta 

maneira os poucos insetos resistentes que possam estar nos cultivos Bt podem acasalar com 

insetos susceptíveis presentes nos refúgios de plantas não Bt localizados em áreas próximas, 

onde esses insetos suscetíveis seriam mais abundantes. Se a resistência é um caráter 

recessivo, a progênie heterozigota deste cruzamento apresentaria susceptibilidade à toxina Cry 

expressa em plantas Bt. É importante ressaltar que é fundamental que a dose da toxina Bt 

produzida pela planta Bt, que é ingerida pelas larvas, seja suficiente para matar os insetos 

heterozigotos. Foi comprovado que esta estratégia é eficaz para atrasar a resistência de 

insetos a toxinas Cry em diferentes regiões do mundo onde se utilizam os cultivos Bt 

(TABASHNIK et al., 2008). 

No caso do Brasil, foi recomendado que para o cultivo do milho transgênico, a área de 

refúgio com plantas não Bt deveria ser correspondente a 10% da área cultivada com milho GM 

e que este refúgio deveria se localizar a uma distância inferior a 800m do cultivo Bt (GRIGOLLI 
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& LOURENÇÃO, 2013). Além disso, foi estabelecido o uso de um isolamento de 100 m de 

bordadura circundante para evitar a contaminação das culturas nativas com culturas 

geneticamente modificadas. Essas recomendações, no entanto, não são obrigatórias (LEITE et 

al., 2011; GRIGOLLI et al., 2013) e não estão sendo cumpridas (MONNERAT  et al., 2015). O 

principal risco da aplicação inadequada de áreas de refúgio é que se selecionem insetos 

resistentes às toxinas Bt, e que plantas com tecnologia Bt percam o seu impacto positivo na 

agricultura. Essas plantas expressam de um a três genes Bt entre os quais se encontram as 

proteínas Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1A.105, Cry1F, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e Cry35Ab1 (CTNBio, 2014). 

Em 2010/11 o milho transgênico representou 57% da área total do milho cultivado (LEITE et al., 

2011). As principais regiões produtoras de grãos e fibras do país onde se cultivam transgênicos 

são o Centro-Oeste (região do Cerrado), Sul e Sudeste.  

Uma das alternativas para controlar insetos resistentes é a utilização de proteínas 

modificadas (CryMod) que demonstrou ser bastante efetiva em diferentes insetos resistentes à 

toxinas Cry pertencentes à Ordem Lepidoptera (SOBERÓN et al., 2007; GARCIA-GOMEZ et 

al., 2013). A modificação na estrutura das proteínas Cry1Ab através da remoção da 

extremidade N-terminal, aumenta a afinidade da toxina de se ligar aos receptores presentes na 

membrana do intestino médio do inseto, auxiliando na formação do poro (GARCIA-GOMEZ et 

al., 2013; GOMEZ et al., 2014a). Outra forma de controle é a utilização de bioinseticidas à base 

de Bt que possuem diferentes proteínas dentro de uma mesma formulação que podem agir de 

forma sinérgica. A eficácia de produtos a base de Bt tem ação tanto da protoxina, quanto da 

toxina ativada no intestino médio (modelo “dual”) (TABASHNIK et al., 2015) que são capazes 

de causar a morte destes insetos resistentes presentes no campo. 

Em 2013, foi relatado que numa região do estado de Goiás havia um grande número 

de lagartas de S. frugiperda atacando a cultura do milho GM que expressava a toxina Cry1F. O 

cultivo do milho está entre os maiores segmentos do agronegócio brasileiro e é uma das 

culturas altamente ameaçada pelo ataque de diversos insetos-praga, entre os quais 

Spodoptera frugiperda. Além de apresentar alta capacidade reprodutiva, a polifagia e seu 

contato com outras culturas Bt, expõe este inseto a pressão de seleção a repetidas proteínas 

Bt aumentando seu contato aos mesmos sítios de ligação favorecendo a seleção de insetos 

resistentes. Na região do Cerrado brasileiro esta praga tem sido encontrada facilmente pelos 
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produtores de milho, uma vez que as condições climáticas favorecem sua permanência durante 

todas as épocas do ano. Em seguida eventos semelhantes ocorreram em plantações de milho 

localizadas no estado da Bahia. Portanto, se faz necessário a procura de novas estratégias de 

controle no desenvolvimento de métodos eficazes e seletivos contra esta praga para solucionar 

a resistência que está sendo encontrada no campo e compreender o mecanismo da 

resistência. O objetivo do presente trabalho foi analisar a causa da sobrevivência de 

populações de S. frugiperda em cultivo de milho Bt a fim de identificar se está havendo seleção 

de populações deste inseto resistentes às toxinas Bt e as causas desta resistência. Além disso, 

determinar se toxinas modificadas, que foram relatadas como eficientes para o controle de 

diferentes espécies de lepidópteros resistentes às toxinas Cry1A (SOBERÓN et al., 2007a), e 

testar bioinseticidas à base de B. thuringiensis utilizados no controle populações de S. 

frugiperda. 
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1 A cultura do milho no Brasil 

 

A cultura do milho (Zea mays L.) vem alcançando ganhos na produtividade nestes 

últimos anos, sendo o Brasil, o terceiro maior produtor mundial, tendo gerado 84,6 milhões de 

toneladas na safra 2015/2016 (CONAB, 2016).  O milho está entre as três culturas que mais 

tem se beneficiado com os avanços da biotecnologia, sendo o segundo principal cultivo 

transgênico plantado no território brasileiro (JAMES, 2014). Esta cultura está presente em 

todas as regiões do país, sendo os principais produtores os estados de Mato Grosso (22,5%), 

Paraná (19,5%), Minas Gerais (8,6%), Goiás (10%), e Bahia (3,9%) (CONAB, 2015).  

No Brasil, o milho é considerado como uma importante cultura, tanto no agronegócio 

como nas necessidades atuais da sociedade moderna. Em 2014, a agricultura contribuiu com 

23% do PIB brasileiro, o que tornou o setor do agronegócio um campo estratégico para a 

economia brasileira (CEPEA, 2014). Sua importância econômica é caracterizada pelas diversas 

formas de utilização, desde na dieta humana e de animais, como também na indústria de alta 

tecnologia (CRUZ et al., 2006). 

Um dos fatores que limitam e encarecem a produção de milho é o ataque de insetos. 

Dentre eles, os principais são: a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) 

Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta-elasmo Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) 

(Lepidoptera: Pyralidae), a lagarta-rosca Agrotis ipsilon (Hunfnagel, 1767) (Lepidoptera: 

Noctuidae), a broca-da-cana-de-açúcar Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: 

Pyralidae) e a lagarta-da-espiga Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) 

(GALLO et al., 2002). O ataque desses insetos também favorecem o aparecimento de doenças 

nas plantas, como a infecção por fungos e outras doenças oportunistas causando danos 

significativos, podendo provocar a morte da planta (CRUZ, 2012). 

 

 

2.2 Spodoptera frugiperda 

 

Das 30 espécies descritas do gênero Spodoptera spp. distribuídas em todo o mundo, 

metade é considerada praga de diversas culturas de importância econômica (BARROS, 2010). 
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Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), mais conhecida como lagarta-do-cartucho-do-

milho, foi descrita há mais de dois séculos por J. E. Smith (1797), sendo considerada uma das 

pragas mais importantes da cultura do milho no Brasil e no mundo (CRUZ, 1983; GALLO, 

2002; VALICENTE, 2008). 

Devido à sua alta frequência e distribuição nas regiões tropicais das Américas, este 

inseto ocorre durante todas as épocas do ano, é capaz de destruir folhas e cartuchos, 

causando danos vasculares nos tecidos foliares, afetando a produção de grãos (SÁ et al., 

2009; MICHELOTTO, 2011; BREWER et al., 2014). Por se tratar de uma espécie polífaga, esta 

praga tem a capacidade de se alimentar de mais de 80 espécies de plantas economicamente 

importantes, entre elas o algodoeiro, o milho e a soja (MONNERAT et al., 2006; BARROS, 

2010).  

Este inseto apresenta desenvolvimento holometabólico, ou seja, passa pelas fases de 

ovo, larva, pupa e adulto. As mariposas possuem diferenças na coloração, quando recém-

eclodidas apresentam cápsula cefálica escura e mais larga do que o corpo. A partir do primeiro 

estágio as lagartas alimentam-se preferencialmente do cartucho das plantas consumindo 

grande parte da folha antes mesmo delas se desenvolverem. Medem até 1,9 mm de 

comprimento, apresentando cápsula cefálica medindo 0,3 mm de largura. Após o segundo e 

terceiro estágios as lagartas começam a fazer buracos nas folhas, se alimentam do cartucho e 

perfuram toda a planta (Figura 1) (VALICENTE, 2008). No último estágio, o corpo é cilíndrico, 

de coloração marrom-acinzentada no dorso, esverdeada na parte ventral e subventral, 

apresentando também manchas de coloração marrom-avermelhada (GALLO et al., 2002). No 

final do período larval, as lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas. 

Inicialmente a pupa é alaranjada, passando à coloração marrom-avermelhada e próximo à 

emergência se torna escura. O período no estágio de pupa é de 8 dias em dias quentes, 

podendo chegar a 25 dias em temperaturas amenas, após o qual ocorre a emergência dos 

adultos (GALLO et al., 2002). O indivíduo adulto pode ser encontrado próximo ao solo ou nas 

folhas do cartucho do milho. O macho apresenta um par de asas castanho escuro, diferente da 

fêmea na qual a coloração é parda ou cor de palha. Estas chegam a ter cerca de 3,5 cm de 

comprimento podendo ovopositar mais de 2.000 ovos (GALLO, 2002; CRUZ, 2008). 
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As altas temperaturas na região central do Brasil durante todas as estações do ano e o 

plantio sequencial das culturas de milho, soja e algodão tem favorecido a ocorrência da praga 

e, em consequência, redução significativa da produção. Em função do seu hábito alimentar, o 

controle por métodos convencionais se torna limitado e o inseto, estando protegido pela própria 

planta, completa seu desenvolvimento larval no interior da espiga do milho, ocasionando 

maiores danos (MORAES et al.,  2015).  

O método mais antigo para o controle de insetos, e ainda o mais utilizado, é baseado 

na utilização de grandes quantidades de agrotóxicos, cujo investimento exigem elevados 

custos, muitas vezes inviabilizando a produção. Além disso, o uso indiscriminado desses 

produtos contribuiu para a seleção de populações de insetos resistentes, trazendo para os 

produtores de milho uma grande preocupação (CRUZ, 1983; GALLO, 2002; TABASHNIK et al., 

2009; CARRIERE et al., 2010; TABASHNIK et al., 2013; PETZOLD-MAXWELL et al., 2014). 

Atualmente o Brasil é o campeão mundial de utilização de agrotóxicos, consumindo 19% da 

produção mundial (ANVISA, 2012; PELAEZ et al., 2013; MONNERAT et al., 2015b). 

2.3 Bacillus thuringiensis  

 

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva, aeróbica, que produz 

inclusões cristalinas (as toxinas Cry ou Cyt) que são formadas durante a fase estacionária do 

seu ciclo de crescimento, que provocam a morte de larvas de insetos-praga e vetores de 

doenças. Essas toxinas são inócuas a outros organismos, como mamíferos, invertebrados e 
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Figura 1 -  Dano causado pela lagarta do cartucho, S. frugiperda, em planta de milho. A e B 

lagartas no 5º estágio de desenvolvimento. 
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plantas (SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 2007; BRAVO et al., 2011; GOMEZ et al., 

2014b).  

B. thuringiensis produz diferentes fatores de virulência, como as -endotoxinas, α-

exotoxinas, β-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (HOFTE & 

WHITELEY, 1989; HANSEN & SALAMITOU, 2000). Algumas estirpes produzem toxinas na 

fase de crescimento vegetativo, que são denomidadas VIP. As toxinas Cry são tóxicas a 

diferentes insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera e a nematóides, 

enquanto as proteínas Cyt são na maioria das vezes tóxicas aos insetos da ordem Diptera 

(VAN FRANKENHUYZEN, 2009; BRAVO et al., 2011; SOBERÓN et al., 2012).  

As proteínas Cry estão classificadas em 73 grupos e diferentes subgrupos e são 

codificadas por mais de 700 genes cry, localizados em sua maioria, em grandes plasmídeos 

(CRICKMORE, 2016). Em 1993 foi estabelecido um Comitê de Nomenclatura de toxinas de B. 

thuringiensis (CRICKMORE, 2015). Nesse sistema, para cada nova toxina é dado um nome 

baseado na identidade de aminoácidos das toxinas previamente nomeadas. O agrupamento 

por esse critério não implica em uma proteína com estrutura similar, com a mesma gama de 

hospedeiros nem modo ação. Quatro subcategorias foram formadas: proteínas que 

compartilham identidade inferior a 45% (atribuído um número arábico), proteínas 

compartilhando identidade inferior a 78% (atribuído uma letra maiúscula), proteínas que 

compartilham identidade inferior a 95% (atribuído uma letra minúscula) e proteínas que 

compartilham mais de 95% de identidade (número arábico), formando assim o nome da 

proteína.  

A massa molecular dessas proteínas pode variar entre 14 e 142 kDa., que juntas 

formam um cristal, que apresenta diferentes formas (bipiramidal, cubóide, rombóide, ovóide, 

esférico, retangular ou sem forma definida) (Figura 2) (SCHNEPF et al., 1998). A maioria das 

estirpes de B. thuringiensis é capaz de sintetizar mais de um tipo de cristal. Os cristais podem 

ser formados por diferentes proteínas Cry, podendo haver casos em que cinco toxinas são 

encontradas, como por exemplo, no B. thuringiensis subsp. israelensis. 
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O Bt foi descoberto pela primeira vez em 1901, no Japão, por Ishiwata, que descreveu 

uma bactéria esporulante responsável pela mortalidade do bicho-da-seda, Bombyx mori, e 

chamou de Bacillus sotto. Em 1912, Ernst Berliner isolou, na Alemanha, a mesma bactéria 

obtida a partir de lagartas da traça da farinha, Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyrallidae 

Zeller, 1879) e em 1915 a chamou de Bacillus thuringiensis em homenagem a região de onde 

as lagartas foram encontradas (BRAVO et al., 2013).  

A primeira formulação à base dessa bactéria e o reconhecimento da utilização do B. 

thuringiensis no controle biológico ocorreram na década de 30, na França, a partir da 

formulação chamada “Sporeína” (WEISER et al., 1986). Na década de 50, iniciou-se a 

produção comercial em larga escala do bioinseticida  “Thuricide”, e na sequência, empresas 

localizadas na Rússia, na Checoslováquia, na Alemanha e nos Estados Unidos iniciaram a 

produção de formulações similares (DE MAAGD et al., 1999). 

No Brasil, o uso de produtos biológicos tem sido cada vez mais priorizado. Porém, 

enquanto mais de 1.300 agrotóxicos de natureza química encontram-se registrados junto aos 

órgãos governamentais, apenas cerca de 20 produtos biológicos comerciais encontram-se na 

mesma situação (BETTIOL, 2011). Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) (AGROFIT, 2015), existem dez produtos comerciais à base de B. 

thuringiensis sendo utilizados para controle de pragas agrícolas: Able, Able OF, Agree, Bac-

Control WP, Bactur WP, Dipel, Dipel WP, Dipel WG, Thuricide e Xentari. Estes produtos são 

utilizados no controle de lagartas lepidópteras como: Helicoverpa armigera (lagarta-do-

algodão), Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja) e Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho-
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Figura 2 - Bacillus thuringiensis. A, Microscopia de contraste de fases de B. thuringiensis 

(1000x). B, Microscopia eletrônica de varredura de B. thuringiensis mostrando: (c) cristais; (e) 

esporo. 



26 

do-milho) (Lepidoptera: Noctuidae), Tuta absoluta (traça-do-tomateiro) (Lepidoptera: 

Gelechiidae), Plutella. xylostella (traça-das-crucíferas) (Lepidoptera: Plutellidae), entre outras 

espécies pertencentes à Ordem Lepidoptera (MONNERAT et al., 2015b). 

O bioinseticida à base de B. thuringiensis mais utiizado é o Dipel®, à base de B. 

thuringiensis subsp. kurstaki HD–1. O produto biológico Xentari está entre os três mais 

utilizados no manejo de resistência e contém a proteína inseticida Cry1C, tóxica a Spodoptera. 

O produto Agree WG (Certis, Columbia, MD) contém em sua formulação proteínas Cry1Ac, 

Cry1Aa e esporos; o DiPel ES (Valent BioSciences, Oakland, CA) em sua formulação líquida 

contém Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry2Ab e esporos de Bt (VALENT;BIOSCIENCES, 

2007). 

Pelo fato das estirpes de B. thuringiensis produzirem diferentes toxinas com diferentes 

modos de ação, haviam poucas possibilidades da seleção de insetos resistentes aos 

bioinseticidas. Na América Latina, os primeiros estudos de resistência a bioinseticidas Bt foram 

realizados em Honduras, Guatemala, Costa Rica, Nicaragua e no Brasil (PEREZ & SHELTON, 

1997; PEREZ et al., 1997; CASTELO BRANCO & GATEHOUSE, 2001). As CL50 de B. 

thuringiensis subsp. kurstaki e aizawai obtidas nas populações de campo de Guatemala, 

Honduras e Costa Rica sugeriram que as populações de P. xylostella da América Central 

desenvolveram resistência a B. thuringiensis subsp. kurstaki, apresentando CL50 entre 4,3 a 

77,2 vezes maiores do que a obtida com a população controle (PEREZ & SHELTON, 1997; 

MONNERAT et al., 2015). Estudos realizados com uma população resistente oriunda de 

Honduras sugeriram que a inclusão de uma área de refúgio poderia ser uma estratégia para 

manejo da resistência (PEREZ et al., 1997). A resistência de P. xylostella a Bacillus 

thuringiensis na Costa Rica foi também reportada por Cartin et al. (1999). No Brasil, o primeiro 

caso relatado ocorreu com P. xylostella na Região do Distrito Federal, Região Centro-Oeste do 

país, nos anos de 1996 e 1997 onde foi observado que a CL50 do produto comercial à base de 

B. thuringiensis kurstaki foi 36 vezes maior em relação à população susceptível (CASTELO 

BRANCO & GATEHOUSE, 2001; MONNERAT et al., 2015). 

Estudos de campo tem sido feitos através dos programas de controle de resistência 

para avaliar a susceptibilidade das diferentes populações encontradas no campo, no intuito de 
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monitorar se a resistência tem aumentado após a aplicação de produtos Bt ou após a 

introdução da cultura-Bt (SIVASUPRAMANIAM et al., 2007). 

 

2.4 Mecanismo de ação das proteínas Cry 

A ação das proteínas Cry é altamente complexa e envolve múltiplos mecanismos 

(GOMEZ et al., 2014a). Existem vários modos de ação propostos, mas o mais aceito foi 

descrito e revisado por BRAVO et al. (2011) e envolve vários passos que ocorrem no intestino 

médio das lagartas e vão desde a  ingestão da toxina pelo inseto, solubilização e 

processamento do cristal,  interações específicas das toxinas com vários receptores e inserção 

de parte delas na membrana apical das células intestinais e formação do poro que leva o inseto 

à morte (GILL et al., 1992; AROSON & SHAI, 2001; ZHANG et al., 2006; PIGOTT & ELLAR et 

al., 2007; SOBERÓN et al., 2010; BRAVO et al., 2011; PARDO-LOPEZ et al., 2013; ADANG et 

al., 2014; TABASHNIK et al., 2015).  

As protoxinas para serem ativadas necessitam ser processadas pelas proteases 

intestinais contidas no suco gástrico das larvas, liberando os fragmentos tóxicos. Estes, por sua 

vez, se ligam a receptores específicos localizados no tecido epitelial do intestino da larva, 

ocasionando a quebra do equilíbrio osmótico das células, levando à formação do poro na 

superfície da membrana. As células se intumescem e se rompem, propiciando o 

extravasamento do conteúdo intestinal para hemocele do inseto (BRAVO et al., 2007; 

SOBERÓN et al., 2010). 

Existem várias classes de toxinas Cry (CRICKMORE et al., 2014) mas as de três 

domínios são as mais utilizadas para serem expressas nos diversos cultivos agrícolas. Estas 

toxinas matam porque são capazes de interagir especificamente com algumas proteínas 

presentes no intestino dos insetos e induzir a formação de poros nas membranas destas 

células, destruindo o tecido intestinal e matando as larvas que as ingerem (MONNERAT et al., 

2015). A estrutura da toxina Cry é caracterizada por possuir três domínios (Figura 3) que 

determinam as interações no reconhecimento da ligação na membrana conferindo que 

proteínas de membrana específicas atuem na inserção de oligômeros  (BRAVO et al., 2007; 

GOMEZ et al., 2014b).  
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Figura 3 - Estrututa tridimensional da toxina Cry2Aa. Os numerais romanos indicam os 

domínios típicos de uma proteína Cry com três domínios (PALMA et al., 2014). 

 
O domínio I é uma alfa - hélice empacotada, reconhecido como um domínio formador 

de poro e está envolvido na inserção da toxina na membrana e na sua oligomerização. O 

domínio II, é um prisma - beta com as regiões de alças expostas e estão envolvidas no 

reconhecimento das proteínas do intestino larval e o domínio III é um empilhamento de folhas 

beta (beta-sanduíche) que também está envolvido no reconhecimento das proteínas intestinais. 

Os domínios II e III são responsáveis pela especificidade do inseto mediada por interações 

específicas nos diferentes sítios de ligação das proteínas intestinais dos insetos. A 

característica tridimensional da estrutura das proteínas Cry contra diferentes ordens de insetos 

sugere que o modo de ação das toxinas tridimensionais é conservado (BRAVO et al., 2007; 

BRAVO et al., 2011; GOMEZ et al., 2014b; ZUNIGA-NAVARRETE et al., 2015).  

Estas protoxinas têm o tamanho aproximado de 130kDa, e pela ação do pH alcalino 

intestinal, são proteoliticamente ativadas em peptídeos tóxicos no intestino do inseto liberando 

proteínas de menor massa molecular, em torno de 60 kDa (BRAVO et al., 2011; SOBERÓN et 

al., 2012). 

Os receptores responsáveis pela ligação da toxina à membrana têm sido 

extensivamente estudados em lepidópteros para determinar especifidade, toxidade e 

mecanismo de ação das toxinas Cry (BRAVO et al., 2007; GOMEZ et al., 2007; ARENAS et al., 

2010). A união aos sítios receptores é uma etapa determinante da especificidade das toxinas 

Cry, o que motivou diversos grupos de pesquisa a se dedicarem ao entendimento desse 

processo (MONNERAT & BRAVO, 2000). 
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O modelo “dual” proposto por Tabashnik et al., (2015) sugere que  tanto a protoxina 

quanto a toxina ativada são capazes de causar a morte dos insetos, podendo cada uma das 

formas exercer o seu efeito tóxico através de uma via diferente, o que contrasta com o que 

chamamos "modelo clássico", descrito acima, onde as protoxinas são inativas (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Demonstração de uma protoxina em seu modelo clássico (setas pretas) e no modelo 

“dual”(seta vermelha). No modelo clássico a protoxina Cry1Ac inativa (domínios I-VII) deve ser 

convertido em toxina ativa (domínios I-III) antes de se ligar a receptores do intestino médio do 

inseto para exercer toxicidade. No modelo “dual”, a conversão da protoxina em toxina ativada é 

uma via tóxica primária, onde qualquer pró-toxina intacta ou parte da protoxina também 

contribuem para a toxicidade de uma via tóxica secundária (seta vermelha) que pode ser 

especialmente importante no insetos resistentes com interrupções na via principal, como a 

redução da ligação da toxina ativada aos receptores do intestino médio. Em ambos os 

modelos, a ligação aos receptores do intestino médio desencadeia eventos em cadeia que, 

eventualmente, matam o inseto. Adaptado de Tabashnik et al., (2015). 

 

Muitos receptores de toxina Cry presentes na superfície do intestino médio tem sido 

relatados, dos quais o melhor caracterizado são os receptores aminopeptidase N (APN) e 

fosfatase alcalina (ALP) e os receptores caderina (CADR) (PIGOTT & ELLAR, 2007). Estudos 
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recentes revelaram que a caderina desempenha um papel fundamental sobre o modo de ação 

de toxinas Cry1A em lepidópteros, sendo esta o primeiro receptor da toxina Cry, que tem a 

função de direcionar a ligação para um segundo receptor que pode ser uma APN ou ALP que 

facilita a inserção da toxina na membrana (PACHECO et al., 2009; BRAVO et al., 2012; 

GOMEZ et al., 2014b).  

A estrutura tridimensional das toxinas Cry está diretamente ligada ao tipo de interação 

com os diferentes tipos de receptores presentes no intestino médio dos insetos da ordem 

Lepidoptera.  A primeira interação da toxina Cry1A ativa acontece quando a toxinas se liga aos 

receptores ALP e APN. A interação da aminopeptidase acontece com a ligação do domínio II e 

a interação da fosfatase alcalina com a interação do domínio III. Este tipo de interação facilita 

com que a toxina se ligue fortemente a caderina presente na microvilosidade da membrana 

(Figura 5) (PACHECO et al., 2009; PARDO-LOPEZ et al., 2013). 

As aminopeptidases (APN) são um conjunto de enzimas proteolíticas que removem 

seletivamente aminoácidos do N-terminal de proteínas. Além disso, estudos sugerem que as 

aminopeptidases podem também desempenhar um papel importante no intestino médio de 

lepidópteros devido a sua função como receptores de proteínas de B. thuringiensis. As 

aminopeptidases intestinais de insetos lepidópteros são divididas filogeneticamente em oito 

grupos, nomeados de APN 1 a APN 8 e suas proteínas possuem tamanho aproximado de 100 

a 180 kD (WEI et al., 2016; ARENAS et al., 2010).  
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Figura 5 - Representação esquemática do mecanismo de ação de toxinas Cry em 

lepidópteros a nível molecular. 1, A lagarta ingere a protoxina Cry, e no intestino do inseto 

devido ao alto pH são solubilizadas e em seguida ativadas pelas proteases, gerando 

fragmentos da toxina. 2, a toxina monomérica liga-se aos receptores ALP e APN; a interação 

de baixa afinidade da toxina é localizada próxima à membrana. 3, a toxina monomérica se liga 

fortemente ao receptor da Caderina e esta interação induz uma clivagem proteolítica da região 

N-terminal, incluindo a alfa-hélice-1 do domínio I. 4, a clivagem da toxina oligomeriza a toxina 

em uma toxina pré-poro oligomérica. 5 , a estrutura da toxina Cry oligomérica liga-se a 

receptores de ALP e APN com elevada afinidade. 6, o pré-poro é inserido na membrana 

causando a formação do poro. Adaptado de Pardo-Lopez et al., (2013). 

 

Os sintomas que são observados nas larvas a partir da ingestão da bactéria pela 

lagarta são: perda do apetite, paralisia do intestino, vômito, diarréia, paralisia geral e por fim 

morte do inseto. Não há atividade de B. thuringiensis nas fases de pupa e de adulta dos insetos 

(ARONSON, 1986; MONNERAT & BRAVO, 2000). 

2.5   Plantas Bt  

Plantas geneticamente modificadas expressando proteínas tóxicas da bactéria B. 

thuringiensis (Bt) têm sido utilizadas a campo no mundo desde 1996 e são uma importante 

ferramenta para controlar insetos e reduzir a utilização de produtos químicos (TABASHNIK et 

al., 2013). Estas plantas Bt tiveram seus genomas transformados pela introdução de um ou 

mais genes codificadores de toxinas de B. thuringiensis, conferindo resistência da planta a 

algumas espécies de lepidópteros-praga (ARMSTRONG et al., 1995), e permitem reduzir o 

ataque de insetos em até 90%, tornando o nível de controle maior do que os obtidos por 

métodos convencionais (LEITE et al., 2011).  

Diversas culturas, tais como milho, algodão, soja e arroz têm sido modificadas 

geneticamente para expressar proteínas derivadas de Bt e são usadas em mais de vinte países 

desenvolvidos e em desenvolvimento em seis continentes, há mais de uma década (JENKINS, 

Caderi

na 
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1997; LYNCH et al., 1999; WALKER, et al., 2000; BUNTIN  et al., 2001; BURKNESS  et al., 

2001; YE et al., 2001; JAMES, 2015). 

Na América Latina, segundo dados do Serviço Internacional para a Aquisição de 

Aplicações em Agrobiotecnologia (ISAAA), a Argentina é o segundo país onde mais se planta 

transgênicos, com uma área de 24,5 milhões de hectares, seguida do Paraguai, Uruguai, 

Bolívia, México e Colômbia. Os transgênicos também estão presentes no Chile, Cuba, Costa 

Rica e Porto Rico. Na tabela 1 são apresentados os países onde os transgênicos são 

plantados, a área plantada e as culturas (JAMES, 2015). 

A tecnologia do milho geneticamente modificado foi lançada comercialmente nos 

Estados Unidos, que em 2015 atingiu 70,9 hectares de área plantada. A liberação comercial 

nos países latino-americanos ocorreu de forma distinta, seguindo a legislação em vigor em 

cada um. O primeiro país a liberar comercialmente as plantas transgênicas na América latina 

foi a Argentina. 

Tabela 1 - Lista dos principais países que empregam cultivares transgênicas e suas 

respectivas áreas de produção no mundo. 

País 
Área 

(milhões de hectares) 
Plantas transgênicas 

Estados Unidos 70,9 
Milho, soja, algodão, canola, beterrada, 

alfalfa, mamão, abóbora 

Brasil 44,2 Soja, milho e algodão 

Argentina 24,5 Soja, milho e algodão 

India 11,6 Soja, milho e algodão 

Canadá 11,6 Milho, soja, canola, beterrada 

China  3,9 Algodão , mamão, tomate, pimenta doce 

Bolivia 1,0 Soja 

México 0,1 Algodão, soja, milho 

Colômbia <0,1 Algodão, milho 

Chile <0,1 Milho, soja e canola 

Honduras <0,1 Milho 

Cuba <0,1 Milho 

Costa Rica <0,1 Algodão e soja 

Fonte: Adaptado (James, 2015). 
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As primeiras liberações comerciais de milho e algodão Bt ocorreram em 1998 e em 

2013 foi aprovada a soja (CTNBio, 2014). No Brasil, a primeira liberação comercial de 

transgênicos para controle de insetos foi do algodão Bt e 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). No Paraguai, terceiro país a iniciar o cultivo de 

transgênicos na América Latina, a autorização de plantio ocorreu a partir de 2012 (INBIO, 

2014).  

Em geral as plantas utilizadas na América Latina expressam de um a três genes de Bt 

como Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1A.105, Cry1F, Cry2Ab2, Cry2Ae, Cry3Bb1, Cry34Ab1 e Cry35Ab1 

(Tabela 2) (CTNBio, 2014). Os principais alvos dos genes inseridos nos eventos transgênicos 

são os insetos da ordem Lepidoptera (Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho), Alabama 

argillacea (curuquerê-do-algodoeiro), Heliothis virescens e Helicoverpa zea (lagarta- das - 

maçãs), Pectinophora gossypiella (lagarta rosada), Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja), 

Chrysodeixis includens (lagarta falsa-medideira), Diatraea saccharalis, Agrotis ipsilon, 

Elasmopalpus lignosellus (Lepidoptera) e Diabrotica spp. (Coleoptera ) (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Toxinas de Bt presentes nos eventos transgênicos aprovados pela CTNBio (2016).  

 

 

 

De uma forma geral, os eventos transgênicos tem sido bem aceitos pelos agricultores 

latino-americanos controlando eficientemente as pragas-alvo, tanto que na safra 2013-2014 

quase 100% da área agrícola foi cultivada com plantas transgênicas. No Brasil, vinte e uma 

plantas de milho geneticamente modificadas estão regulamentadas e disponíveis 

comercialmente, como pode ser observado, na Tabela 3) 

Eventos 
transgênicos 

Toxinas de Bt Alvos 

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

 
 

Cry3Bb, Cry34 Ab1, Cry35Ab1 
 

Coleoptera 

Algodão Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Ab2, Cry2Ae, Cry1F Lepidoptera 

 
Soja Cry1Ac Lepidoptera 
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Tabela 3 - Eventos de milho GM aprovados no Brasil. 

 

Adaptada de (CTNBIO, 2016). 

 
 

2.6 Resistência de lepidópteros a plantas geneticamente modificadas 

Até o presente, a resistência dos insetos aos cultivos Bt foi notificada em Porto Rico 

(STORER et al., 2010) e no Brasil (MONNERAT et al., 2014, OMOTO et al., 2014). Relatos de 

baixa eficácia foram comunicados em várias regiões do Brasil e da Argentina (Benintende, 

comunicação pessoal). 

Evento Gene inserido Característica 
Empresa 

produtora 

Yield Gard Cry1ab Resistente a insetos Monsanto 

Liberty Link Pat Tolerante a Herbicida Bayer 

TL Cry1ab + PAT 
Resistente a insetos e 
Tolerante a herbicidas 

Syngenta 

Roundup Ready 2 CP4-EPSPS Tolerante a Herbicida Monsanto 

TG Mepsps Tolerante a Herbicida Syngenta 

Herculex Cry1F PAT 
Resistente a insetos e 
Tolerante a herbicidas 

Du Pont &  
DowAgroScience 

YR YieldGard/RR2 CP4-EPSPS Cry1Ab 
Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Monsanto 

TL/TG Cry1Ab PAT mEPSPS 
Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Syngenta 

Viptera-MIR162 VIP3Aa20 Resistente a insetos Syngenta 

HR Herculex/RR2 Cry1F PAT CP4-EPSPS 
Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Du Pont 

Pro Cry1A.105 Cry2Ab2 Resistente a insetos Monsanto 

TL TG Viptera 
Cry1Ab VIP3Aa20 
mEPSPS 

Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Syngenta 

Pro2 
Cry1A.105 Cry2Ab2 CP4-
EPSP 

Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Monsanto 

Yield Gard VT CP4-EPSPS Cry3Bb1 
Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Monsanto 

Power Core PW/Dow 
Cry1A.105 Cry2Ab2 Cry1F 
PAT CP4-EPSPS 

Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Monsanto e Dow 
Agrosciences 

HX YG RR2 
cry1Ab Cry1F PAT 
CP4EPSPS  

Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Du Pont 

TC1507xMON810 Cry1F Cry1Ab PAT 
Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Du Pont 

MON89034 x 
MON88017 

Cry1A.105 Cry2Ab2 
Cry3Bb1 CP4-EPSPS 

Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Monsanto 

Herculex XTRA™ 
maize 

Cry1F PAT cry34Ab1 
cry35Ab1 

Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Du Pont & 
DowAgroScience 

Viptera4 
Cry1Ab PAT VIP3Aa20 
mcry3A mEPSPS 

Tolerante a Herbicida e 
Resistência a insetos 

Syngenta 

MIR 604 mcry3A Resistente a insetos Syngenta 



35 

Em Porto Rico a resistência foi detectada em populações de Spodoptera frugiperda 

encontradas em cultivos de milho transgênico expressando a proteínas Cry1F (STORER et al., 

2010). Neste país o milho Cry1F foi cultivado experimentalmente desde 1996 e em escala 

comercial a partir de 2003. Observações de danos em milho relatados por agricultores em 2006 

levaram a empresa detentora da tecnologia a investigar a situação. Foi constatada alta 

resistência de S. frugiperda a toxina Cry1F e verificada que a resistência é autossômica, 

altamente recessiva e sem efeitos maternos. Não houve indicação de que havia resistência 

cruzada com as toxinas Cry1Ab e Cry1Ac, sugerindo que essa resistência é devida a 

alterações nos receptores (STORER et al., 2010). Fatores importantes a serem considerados 

para compreender as razões da resistência é que Porto Rico é uma ilha, S. frugiperda é menos 

susceptível a Cry1F do que as outras pragas do milho e as condições climáticas da ilha, que 

passou por um período de seca, encorajaram o inseto a migrar para áreas irrigadas onde 

estava sendo cultivado o milho Cry1F. Essa incomum combinação de fatores biológicos, 

geográficos e operacionais foram provavelmente as causas da evolução da resistência a Cry1F 

em Porto Rico (STORER et al., 2010). Após a confirmação da resistência, a empresa 

provedora da tecnologia imediatamente interrompeu a comercialização do milho em Porto Rico 

e informou o fato a Agência de Proteção Ambiental Americana (EPA). 

Na Argentina houve um dano não esperado causado por Diatraea saccharalis em 

campos de milho Cry1F na Região Nordeste de San Luis. Nestes locais, a pressão das pragas 

foi excepcionalmente elevada, pois trata-se de  uma área com altas temperaturas, alta luz do 

sol, invernos suaves, com longo período sem geada e alta umidade devido a irrigação. As 

áreas de plantio de milho Bt não tem refúgio, nem rotação com culturas suscetíveis, em um 

ambiente onde espécies de hospedeiros naturais são fatores que favorecem o 

desenvolvimento de mais gerações da praga do que em outras áreas (ASA 

BIOTECNOLOGIA). Quando a indústria tomou conhecimento da situação, iniciou um processo 

de coleta de informações e análise do caso. Ao mesmo tempo, foi preparado um plano de 

mitigação e controle e proposto a não produção de sementes de milho nesta região na safra 

2013/2014. 

No Brasil, nas ultimas safras, foram registrados ataques severos de S. frugiperda nas 

principais culturas transgênicas na região do Cerrado (CRUZ et al., 2013), uma das pragas 
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mais importantes do milho, algodão e hortaliças no Brasil (SOARES E VIEIRA, 1998, CRUZ et 

al., 1999; CRUZ E MONTEIRO, 2004) e que causa danos desde a emergência até a maturação 

das plantas, ou seja, em todos os estágios de desenvolvimento das diversas culturas (; CRUZ 

et al., 1997; SANTOS, 2001; FUNDAÇÃO MT, 2001; GALLO et al., 2002). É importante 

registrar que na região do Cerrado Brasileiro, os cultivos anuais de milho, soja e algodão têm 

início no mês de outubro e se estendem até junho. Adicionalmente, faz–se a implantação da 

“ponte verde”, constituída pelo cultivo adicional de sorgo, milheto e feijão. Muitas das sementes 

utilizadas não são certificadas, assim não se sabe qual quantidade de toxina está sendo 

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 não estão 

nem mesmo sendo implementadas (GRIGOLLI & LOURENÇÃO, 2013).  

A adoção da tecnologia de plantas geneticamente modificadas expressando toxinas 

com atividade lagarticida obtidas de B. thuringiensis tem mostrado alta eficácia no controle de 

algumas das principais lagartas-praga das culturas de soja, milho e algodão (TABASHNIK et 

al., 2013). Essa tecnologia tem trazido ganhos na produtividade, redução de utilização de 

produtos químicos, preservação da biodiversidade e melhoria da qualidade de vida do 

agricultor. No entanto, a evolução da resistência de pragas e a retomada da utilização de 

produtos químicos, podem anular esses benefícios. A evolução da resistência é uma realidade 

e poderá acontecer em qualquer sistema biológico. A diferença está na tomada de decisões 

que poderão retardar ou não a evolução da resistência, que já foram notificados em outros 

locais do mundo além da América Latina, como na Índia (DHURUA E GUJAR, 2011), na China 

(ZHANG et al., 2011) e nos Estados Unidos (TABASHNIK et al., 2009).  

Por muitos anos, acreditou-se que a resistência a biopesticidas à base de Bt era 

improvável, pois os relatos de resistência de campo foram documentadas depois de mais de 20 

anos de uso (FERRÉ et al., 2009). Em 1979, foi feito o primeiro relato de variações de 

suscetibilidade ao biopesticida Dipel® em Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Em 

1985, foi feito o primeiro relato de resistência de insetos a proteínas Bt (MACGAUGHEY, 

1985). A partir daí diversas pesquisas relacionadas a resistência de toxinas Bt demonstrou que 

os insetos eram capazes de se adaptar às toxinas Bt (GOULD, 1998).  
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A resistência é definida como a capacidade adquirida pelo indivíduo por meio de um 

processo evolutivo, de um organismo sobreviver em resposta à pressão de seleção imposta 

pela contínua exposição de algum agente tóxico (MAIA, 2003). Tabashnik et al., (2009) define a 

resistência como sendo baseada na diminuição da susceptibilidade genética de uma população 

por uma determinada toxina, causada pela exposição contínua da população à toxina no 

campo.  

Entender como a resistência evolui é fundamental para o desenvolvimento de 

programas de manejo eficazes da resistência, necessárias para sustentar a tecnologia 

(TABASHNIK et al., 2012; VELEZ et al., 2013). Para a tecnologia Bt ser efetiva e ao mesmo 

tempo evitar o desenvolvimento de resistência cruzada, deve ser considerado que as toxinas 

possuem diferentes modos de ação em Lepidópteros (HERNÁNDEZ & FERRÉ, 2005).  

A utilização do bioinseticida de Bt em spray e das plantas transgênicas proporciona 

benefícios econômicos e ambientais substanciais, porém esta vantagem está sendo 

comprometida pela a rápida evolução da resistência de pragas a proteínas Bt (TABASHINIK et 

al.,  2015).  

A evolução da resistência é frenquentemente baseada pela mutação, deleção ou 

redução da expressão dos receptores celulares presentes na membrana do intestino médio dos 

insetos (DOVRAT & AHARONI, 2016). Portanto, pode envolver: a não ativação da toxina, 

imobilização da toxina na membrana peritrófica, incapacidade de ligar-se aos receptores da 

membrana, como também incapacidade de criar poros na membrana do epitélio e sua baixa 

eficiência pelo rápido reparo dos danos causados pela toxina às células afetadas (GRIFFITTS 

& AROIAN, 2005; BAXTER  et al., 2011). 

Para retardar a resistência e sustentar esta tecnologia, estratégias de implementação 

estão sendo desenvolvidas de maneira a reduzir a pressão de seleção dos genes que 

conferem resistência empregando estratégias de refúgio (SIQUEIRA et al., 2006), fazendo com 

que o contato a toxinas envolvidas na resistência seja diminuída, onde o plantio dessas áreas é 

constituída com híbridos de milho convencional (não Bt) (GRIGOLLI et al., 2013), conservando 

o genótipo de indivíduos susceptíveis no campo (GASSMANN, et al., 2014). 

O mecanismo mais comum de resistência a toxinas de B. thuringiensis é a modificação 

nos sítios de ligação e tem sido demonstrado ser a base da resistência cruzada entre as 
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toxinas Cry1A (HERNÁNDEZ et al., 2005). A detecção e o monitoramento da resistência de 

lagartas S. frugiperda encontradas nas culturas de milho pode ser determinada através de 

bioensaios utilizando uma concentração diagnóstico pré-determinada, para testar a 

susceptibilidade destes insetos em uma concentração fixa (SIEGFRIED et al., 2014).  
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3. Hipótese  

 As populações de Spodooptera frugiperda estão resistentes a toxina Cry1F. 

 A resistência está relacionada aos receptores presentes no intestino do inseto.  

 Existem outras toxinas e bioinseticidas eficazes para controlar estas 

populações. 

4. Objetivos  

4.1 Objetivo Geral 

Compreender o mecanismo de resistência de S. frugiperda a proteína Cry1F e propor 

alternativas para seu controle. 

 

4.2 Objetivos específicos  

- Determinar o nível de resistência de populações de S. frugiperda a toxinas Bt 

expressas nas variedades comerciais de milho Bt; 

- Conhecer as interações entre as toxinas Bt presentes no milho e S. frugiperda; 

- Identificar a natureza dos receptores das toxinas Cry presentes no intestino médio 

dos insetos de S. frugiperda; 

- Determinar a susceptibilidade de populações resistentes e susceptivel de S. 

frugiperda às toxinas modificadas (CryMod) e a bioinseticidas disponíveis no 

mercado Brasileiro. 
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5. Material e Métodos  

 
5.1. Origem dos insetos utilizados neste trabalho 

  

Os insetos foram coletados em uma fazenda no município de Cabeceiras no estado de 

Goiás, localizado na região de Cerrado do Centro-oeste do Brasil (Latitude: -15.7961, 

Longitude: -46.927 15° 47′ 46″ Sul, 46° 55′ 37″ Oeste). A propriedade tem cerca de 700 

hectares, onde se cultiva milho Bt, soja convencional e tolerante a herbicida, e feijão. Na época 

da coleta, no ano de 2013, o milho Bt expressando Cry1F estava sendo cultivado há 4 anos 

(desde 2009) em uma área correspondente a 90% do total e o milho expressando Cry1A.105 e 

Cry2Ab2 e tolerante a herbicida, há 2 anos (desde 2011), em 10% da área.  

Uma segunda coleta, no mesmo lugar foi realizada em 2014. Outras coletas foram 

feitas em 2013, em três cultivos de milho expressando Cry1F, Cry1Aa.105 + Cry2Ab + Cry1F e 

Cry1Ab na região de Barreiras, no estado da Bahia, no município de Roda Velha, no Distrito 

São Desidério (Latitude: -12.979210, Longitude: -45.90895). A propriedade tem cerca de 5.000 

hectares e cultiva milho Bt desde 2010. Estes insetos possuem número de autorização de 

coleta SISBIO/ICMBio: 39022-4. 

A colônia de S. frugiperda suscetível está implementada desde 1988 (SCHIMDT et al., 

2001), cujos insetos nunca foram expostos às toxinas Bt, também foi utilizada neste trabalho.  

 

5.2. Implantação da colônia de insetos sobreviventes no milho Bt 

Quatrocentas larvas de S. frugiperda foram coletadas em cada uma das áreas 

plantadas com milho Bt, levadas ao laboratório de criação de insetos da Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia e mantidas individualmente até empuparem, em copos plásticos de 

50 ml cobertos com tampas de acrílico, contendo 10 ml de dieta artificial (SCHMIDT et al., 

2001). As pupas foram acondicionadas em gaiolas envoltas internamente em papel para 

ovoposição e contendo mel a 10% para alimentação dos futuros adultos. Quando os adultos 

emergiram e as fêmeas começaram a ovopositar, as massas de ovos foram coletadas, 

esterilizadas em hipoclorito a 10% por 2 minutos e colocadas em novos copos plásticos 

contendo dieta artificial. Ao atingirem o terceiro estágio, as larvas foram individualizadas para 

evitar o canibalismo e ao atingirem a fase de pupa, o procedimento foi repetido. A temperatura 
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do laboratório foi de 28° ± 2, UR: 60%, fotoperíodo de 14:10. Estas colônias estão sendo 

mantidas em cativeiro em dieta artificial sem adição de toxina, ou seja, sem pressão de seleção 

e passaram a ser chamadas Sf1, 2, 5, 6 e 7 (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Populações de Spodoptera frugiperda coletadas durante o estudo. 

Populações Localidade Evento Ano 

SfLab 
Plataforma de Insetos- Embrapa 

Cenargen 

- 
1988 

Sf1 Cabeceiras de Góias (GO) Milho Cry1F 2013 

Sf2 Roda Velha (BA) Milho Cry1F 2013 

Sf5 Roda Velha (BA) 
Milho Cry1Aa.105 + 

Cry2Ab + Cry1F 
2013 

Sf6 Roda Velha (BA) Milho Cry1Ab 2013 

Sf7 Cabeceiras de Góias (GO) Milho Cry1F 2014 

 

5.3 Determinação da susceptibilidade da população de S. frugiperda coletada em 

Cabeceiras de Goiás (Sf1) às toxinas expressas no milho 

Os bioensaios foram realizados com a toxina ativada Cry1F (purificada e enviada 

gentilmente por Dra. Marianne Carey da Case Western Reserve University School of Medicine 

Cleveland, OH) e com a mistura de esporos e cristais de Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa. Os 

genes cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry2Aa, obtidos a partir da estirpe padrão HD-1, que foram 

clonados em vetor pHT315 (ARANTES & LERECLUS, 1991) e expressos individualmente em 

B. thuringiensis serovar. israelensis acristalífero, estirpe 4Q7 (Bacillus Genetic Stock Center).  

As estirpes recombinantes foram cultivadas em incubador rotativo a 200 rpm por 72 

horas, em meio Embrapa (para preparação de um litro foi utilizado: 8 g caldo nutriente; 1 g 

extrato de levedura; 1 g KH2PO4; 1 mg CaCO3; 1 mg MgSO4.7H2O; 0.1 mg FeSO4.7H2O; 0.1 

mg MnSO4.7H2O; 0.1 mg ZnSO4.7H2O; pH 7.0) (MONNERAT et al., 2007)  suplementado de 10 

µg/ml de eritromicina. Após este período, a esporulação de 95% das bactérias foi confirmada 

por observações através de microscopia de contraste de fases. Os cultivos foram centrifugados 

a 12.000x g por 30 min a 4°C e as misturas de esporos-cristais obtidas foram congeladas por 

16 horas e liofilizadas por 18 horas, em liofilizador Labconco modelo Lyphlock. Os bioensaios 
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foram realizados espalhando-se 35 l de 10 diluições seriadas (Tabela 5) feitas a partir da 

proteína Cry1F ou da mistura de esporos cristais liofilizados das demais toxinas, em dieta 

artificial distribuída previamente em placas de cultivo de células com 24 poços. Após a 

absorção da cultura bacteriana pela dieta,  

uma larva de segundo estádio foi colocada em cada poço. Uma placa foi deixada sem 

a bactéria, como testemunha. A primeira leitura de mortalidade foi feita 48 h após o início do 

ensaio, ocasião em que as lagartas foram transferidas para copos de plástico de 50 mL, 

contendo dieta livre do patógeno.  

No sétimo dia foi feita a segunda e última leitura (MONNERAT R.G.; SILVA, 2001; 

PRAÇA, 2004). Os dados de mortalidade obtidos após sete dias foram analisados mediante 

análise de Probit (FINNEY, 1971) com o programa PoloPC (Le’Ora Software) e a CL50 foi 

determinada. Os bioensaios foram realizados com larvas da geração F1 de Sf1 e com larvas de 

S. frugiperda oriundas da criação massal da Embrapa (SfLab).  

Na sequência, foram realizados outros bioensaios com larvas das gerações F2 e F8 

da colônia Sf1, utilizando a mesma metodologia, mas com a  uma única concentração 

correspondente a 10 vezes a dose letal obtida com a toxina Cry1F, nos testes realizados com 

geração F1 da Sf1.  Os resultados foram comparados com os obtidos com a F1 e com a 

população susceptível Sflab. 

Tabela 5 - Diluições e concentrações finais utilizadas no bioensaio de dose contra S. frugiperda 

 Bactéria (mg) Água (mL) 
Concentração 

(µg/ mL) 

Suspensão I (µL) 1 1000 1000 

 Suspensão I (mL) Água (mL) 
Concentração 

(µg/ mL) 

Suspensão II (µg) 571,4 428,6 571,4 

Dose Suspensão II (µL) Água (mL) 
Concentração  

(µg/ mL) 

1 2000 800 2000 

2 1200 880 1200 

3 720 928 720 

4 432 956,8 432 

5 259 974,1 259 

6 155 984,5 155 

7 93 990,7 93 

8 56 994,4 56 

9 34 996,6 34 

10 20 998 20 
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5.4 Determinação da susceptibilidade das populações de S. frugiperda coletadas na 

Bahia às toxinas expressas no milho 

Larvas de S. frugiperda coletadas na Bahia (Sf2, Sf5, Sf6) foram submetidas a 

bioensaios com as toxinas Cry1F, Cry1Ab e Cry1Ac, segundo procedimento descrito no itel 2.3, 

mas numa única concentração, correspondente a 10 vezes a dose letal obtida com nos testes 

realizados com a toxina Cry1F e a geração F1 de larvas da população Sf1. A porcentagem de 

mortalidade foram comparados com os obtidos com a Sf1 e com a população susceptível 

SfLab. 

 

5.5. Determinação da susceptibilidade das populações de S. frugiperda à toxinas 

modificadas CryMod 

Foram utilizadas neste estudo as proteínas: Cry1AbMod, Cry1AcMod, que tiveram 

seus genes clonados em vetor pHT315 e expressos individualmente em B. thuringiensis 

serovar. israelensis acristalífero, estirpe 4Q7 (Bacillus Genetic Stock Center) (SOBERÓN et al., 

2007; MACEDO et al., 2012). Estas proteínas foram purificadas e enviadas gentilmente por Dr. 

Mario Soberón e Dra. Alejandra Bravo (Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional 

Autônoma de México, Cuernavaca, Morelos, México). Os bioensaios foram realizados e a CL50 

determinada, utilizando a metodologia descrita no item 2.3. Os resultados foram comparados 

com os obtidos com a Sf1. 

5.6 Ensaio de ligação de toxinas Cry marcadas com biotina à BBMV das populações de 

S. frugiperda susceptíveis e resistentes a Cry1F  

 
A mistura de esporos/cristais produzidos pelas cepas recombinantes de Bt foi lavada 

três vezes com tampão PBS (150 mM NaCl, 2.8 mM NaH2PO4, 4 mM Na2HPO4.7H2O, pH 7.2) 

adicionado de 1 mM EDTA, 0,1 mM PMSF. Os cristais foram separados por centrifugação em 

gradiente de sacarose (CHANG et al., 1993) e solubilizados em tampão alcalino (50 mM 

NA2CO3, 0,2% β-mercaptoetanol, pH 10,5).  As protoxinas foram ativadas com tripsina (1:50 

m/m) (TPCK, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) por 2h a 37 °C, a reação foi interrompida por 

adição de PMSF (concentração final 1 mM). As proteínas foram quantificadas usando-se uma 
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curva padrão com BSA, com o reagente de Bradford da BioRad (BRADFORD, 1976). A 

integridade das proteínas e sua massa molecular foram determinadas por SDS-PAGE a 12% 

coradas com azul de Commassie.  

A purificação das vesículas da membrana apical do intestino larval (BBMV – sigla em 

inglês de “Brush Border Membrane Vesicles”) foram  purificadas a partir de tecido de intestino 

médio de larvas de terceiro ínstar de S. frugiperda das populações de Cabeceiras (Sf1) e da 

Colônia da Embrapa (SfLab), de acordo com WOLFERSBERGER (1987). Os intestinos das 

larvas foram retirados com auxílio de pinças e lavados e conservados em solução tampão (200 

mM Manitol, 1 mM DTT e 1 mM Hepes-Tris pH 7,4) a -80 °C. Um grama de intestino médio de 

cada uma das populações foi homogeneizado em 10 mL de solução MET (300 mM Manitol, 17 

mM Tris HCl, 10 mM HEPES, 5 mM EGTA, 2 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF – pH 7,4 

ajustado com Tris), foram dados nove pulsos a 2.250 rpm em aparelho homogeneizador 

blender-polytron. Em seguida, foram adicionados 10 mL de 24 mM MgCl2 frio, misturado 

delicadamente e incubado em gelo por 15 min. A reação foi centrifugada a 2.500 x g por 15 min 

a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado novamente a 30.000 x g 

por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 5 mL de 

solução I e 5 mL de 24 mM MgCl2, misturado delicadamente e incubado em gelo por 15 min. A 

reação foi centrifugada a 2.500 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro 

tubo e centrifugado novamente a 30.000 x g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi novamente 

descartado e o sedimento ressuspendido em 500 µl de MET e 500 µl de água Milli-Q® fria. 

Foram dados outros 3 golpes a 2.250 rpm em aparelho homogeneizador. Em seguida, a reação 

foi dializada uma vez contra 1L de tampão (150 mM KCl, 2 mM EGTA, 0,5 mM EDTA, 10 mM 

HEPES – pH 7,4 – a 4 °C) e as BBMVs foram aliquotadas e armazenadas a -80 °C. 

As proteínas recombinantes Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa e a proteína Cry1F 

foram solubilizadas em tampão carbonato 500 mM pH 10,5 com 0,2% β-mercaptoetanol por 2h 

a 37 °C com agitação constante de 100 rpm. Após solubilização, as proteínas foram 

quantificadas usando-se reagente de Bradford (Bio-Rad®). Em seguida, foi feita uma 

eletroforese em SDS-PAGE a 12 % de Acrilamida para verificar a qualidade das amostras. As 

proteínas solubilizadas foram então biotiniladas com auxílio do kit ECL Protein Biotinylation 

System (GE Helthcare) de acordo com as recomendações do fabricante. Após a biotinilação, 



45 

foi feito uma detecção com streptavidina conjugada a peroxidase para confirmar a marcação 

das proteínas pela biotina. Primeiramente, procedeu-se uma eletroforese em SDS-PAGE a 12 

% com 10 µg das amostras biotiniladas das proteínas marcadas. As proteínas presentes nos 

géis foram então transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL-nitrocellulose 

membrane – GE Helthcare). A transferência foi realizada a corrente constante de 350 mA em 

sistema submarino (Hoefer) por 1 h em tampão de transferência [25 mM Tris, 192 mM glicina e 

20% metanol (v/v) pH 7.2]. A membrana foi incubada por 16 h com PBS 1 X para que fosse 

renaturada e a visualização se deu por incubação da membrana com streptavidina-peroxidase 

conjugada (1:6000 - GE Helthcare) por 1 h, seguida de incubação com SuperSignal 

Chemiluminescence Substrate (Pierce) segundo as recomendações do fabricante. 

A ligação foi realizada em 100 µL de tampão de ligação [0.1% PBS (pH 10.5), 0.1% 

BSA, 0.1% Tween 20]. Dez µg de BBMVs de S. frugiperda foram incubadas (separadamente) 

com as toxinas, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa e Cry1F biotiniladas (10 nM) durante 30 min 

a 25 ºC. As toxinas não ligadas foram removidas por centrifugação (10 min a 14000 x g). As 

BBMVs contendo as toxinas Cry unidas, foram lavadas três vezes no tampão de ligação e 

ressuspendidas em 15 µL de PBS 1X e 5 µL de tampão de amostra Laemmli 4X [0,125 M 

Tris/HCl (pH 6.8), 4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.01% Azul de Bromofenol]. 

As amostras foram fervidas por 3 min e aplicadas em gel SDS-PAGE a 9%. Em seguida, após 

foram transferidas para membrana de nitrocelulose e visualizadas com streptavidina-

peroxidase conjugada seguida de incubação com SuperSignal Chemiluminescence Substrate 

(Pierce) como descrito no parágrafo anterior.  

5.7. Ensaio de competição homóloga e heteróloga de união de Cry1FA a membranas 

BBMV’s de S. frugiperda susceptíveis e resistentes 

 
Para os ensaios de competição homóloga e heteróloga da união da toxina Cry1Fa as 

BBMV de S. frugiperda e utilizou 10 nM da toxina Cry1Fa ativada e marcada com biotina a qual 

foi incubada com 10 µg de BBMV por 60 min a 25 °C em presença de 5000 nM (500 vezes 

maior) de toxinas Cry1Fa, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac ou Cry2Aa não marcadas em tampão de 

ligação (PBS, 0,1% BSA, pH 10,5) e baixa agitação. As proteínas não ligadas as BBMVs foram 

removidas no processo de centrifugação (10 min a 12.000 x g). As BBMVs foram lavadas três 
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vezes no tampão de ligação e ressuspendidas em 15 µL de PBS 1X e 5 µL de tampão de 

amostra Laemmli 4X. Em seguida, as amostras foram fervidas por 3 minutos e utilizadas em 

géis desnaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 9% de acrilamida. As proteínas presentes 

nos géis foram transferidas para a membrana de nitrocelulose e renaturadas segundo descrito 

anteriormente. Em seguida, a toxina Cry1F marcada que permaneceu unida com as BBMVs foi 

revelada com streptavidina conjugada com peroxidase tal como se especificou anteriormente. 

5.8 Detecção da atividade enzimática de receptores do intestino de S. frugiperda 

resistentes a toxina Cry1F  

A detecção da presença de receptores do intestino médio de larvas de S. frugiperda 

(BBMV) foi analisada através da determinação da atividade enzimática específica de fostatase 

alcalina (ALP) e de aminopeptidase (APN),  por gel SDS-PAGE utilizando substrato para 

detecção da atividade, e também por western-blot com anticorpos de ALP e APN de Manduca 

sexta (Lepidoptera). 

 

5.8.1. Atividade de Aminopeptidase  

A atividade de APN foi realizada utilizando 100 mM de L-leucina-p-nitroanilida (2,88 mg 

(LpNA Sigma) em 1 mL de água como substrato. Em um tubo de 1,5mL foi adicionado 400 µl 

de água destilada estéril, 200 µl de Tris-HCl 1M pH 8.0, 250 µl de NaCl 1M, 5 µl de BBMV, 100 

µl de substrato L-leucina p-nitroanilida (10 mM). A reação foi homogeneizada em vortex e 

incubada por 10 min a 25 ºC. Em seguida, foi feita a leitura em espectrofotômetro a 405 nm. E 

a cada dois minutos foram feitas novamente quatro leituras, até o sexto minuto. O valor da 

absorbância de 405 nm (Ultrospec II espectrofotômetro; GE Healthcare) foi utilizada para 

calcular a atividade enzimática específica. O coeficiente de absorção de p-nitroanilida utilizada 

foi de 9.9 × 10−3 mol 1−1. Uma unidade específica da atividade de APN foi definida como a 

quantidade de enzima que catalisa a hidrólise de 1 nmol de L-leucina-p-nitroanilida min-1.mg de 

proteína a 25 °C. 
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5.8.2. Atividade de Fosfatase-Alcalina 

A atividade de ALP foi observada utilizando p-nitrofenil fosfato como substrato. Em um 

tubo ésteril de 1,5 mL foi adicionado 2,5 µl de BBMV, 250 µl de substrato p-nitrofenil fosfato. A 

reação foi homogeneizada em vortex e incubada por 15 min a temperatura ambiente. A reação 

foi interrompida pela adição de 250 µl de EDTA, 250 mM pH 8.0. E por último foi feita a leitura 

em espectrofotômetro a 405 nm. A concentração de p-nitrofenil foi calculada utilizando uma 

curva padrão de 4-nitrofenil em 0.5 mM MgCl2, 100 mM Tris pH 9.5. A atividade enzimática 

específica foi calculada considerando a quantidade de proteína necessária para transformar 1 

nmol de p-nitrofenol-fosfato (substrato) em um minuto. 

A proteína foi quantificada pelo método de Lowry DC (Bio-Rad) utilizando BSA 

(Albumina do soro bovino) como padrão (Pierce). Em temperatura ambiente foi preparada a 

solução I de acordo com o fabricante. Foi adicionado 5µl da amostra (BBMV) e 125µl da 

solução I. A reação foi homogeneizada em vortex e incubada por 15 min a temperatura 

ambiente. Em seguida, foi adicionada 1mL da solução B (kit), homogeneizada e incubada 

novamente por 15 min em temperatura ambiente. Após a incubação foi feita a leitura em 

espectrofotômetro a 750nm (Ultrospec II espectrofotômetro; GE Healthcare). 

 

 

5.9. Determinação da susceptibilidade das populações de S. frugiperda aos produtos 

biológicos à base de Bt disponíveis no mercado Brasileiro 

Os bioensaios foram realizados com os produtos biológicos Agree®, Dipel®, Xentari®. 

Esses produtos são formulados a partir de diferentes estirpes de Bt apresentam composições 

distintas de toxinas (Tabela 6). A metodologia de bioensaio utilizada foi a mesma descrita no 

item 2.3, onde 35 µL de cada diluição apresentada na Tabela 5, foram espalhados sobre a 

dieta. A CL50 foi determinada da mesma forma descrita no item 2.3.   
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Tabela 6 - Inseticidas biológicos utilizados no controle biológico de lagartas. Nome comercial, 

composição, principo ativo. 

 

Nome 

Comercial 

Composição 

 
Princípio ativo 

Formulado 1 
Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry2Ab 

e Cry1C 

B. thuringiensis kurstaki 

+ B. thuringiensis aizawai 

Formulado 2 Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry2Ab B. thuringiensis kusrtaki 

Formulado 3 Cry1C B. thuringiensis aizawai 

SC = Suspensão Concentrada; WG = Granulado Dispersível; WP = Pó Molhável. 
 

  

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. Susceptibilidade das populações de S. frugiperda às toxinas Bt 

A concentração letal (CL50) da toxina Cry1Fa necessária para matar 50% das larvas da 

população de S. frugiperda oriunda de Cabeceiras de Goiás (Sf1) foi pelo menos dez vezes 

maior quando comparada com a população controle (SfLab) (Tabela 7).  Os valores de CL50 e 

os limites de confiança a 90% da colônia Sf1 não puderam ser calculados, uma vez que, devido 

a impossibilidade de utilizar uma concentração maior do que 3.500 ng de toxina Cry1Fa por 

cm2 de dieta e nesta concentração, a mortalidade não foi suficiente para determinar os valores 

de CL50. Esse resultado indica que existe uma diferença importante de susceptibilidade entre 

as populações susceptível (Sflab) e a de Cabeceiras (Sf1), apontando para que esta esteja 

resistente a toxina Cry1F. Foi observado ainda que a população da colônia Sf1 apresentou 

valores de CL50 30 vezes maiores para a toxina Cry1Aa que os da colônia susceptível SfLab. 

Os valores de LC50 de Cry1Ab e Cry1Ac foram 4 e cerca de 2.5 vezes maiores, 

respectivamente, quando comparados com os valores obtidos na colônia SfLab. Os valores dos 

limites de confiança a 90% destes bioensaios não se sobrepõem, indicando que estas 

diferenças são significativas (Tabela 7) (MONNERAT et al., 2015). 

Ao contrário, a análise da CL50 obtida com as toxinas Cry2Aa e Cry2Ab de ambas as 

populações mostrou que não existem diferenças significativas à susceptibilidade a esta toxina a 

qual apresenta toxicidade relativamente baixa para ambas as populações de insetos SfLab e 

Sf1 (Tabela 7). Estes dados mostram que a população Sf1 resistente a Cry1Fa apresenta 
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resistência cruzada às toxinas Cry1Ab e Cry1Ac. Não foi observada resistência cruzada a 

toxinas Cry2A, embora toxinas Cry2A não seria uma alternativa para o controle de larvas de S. 

frugiperda na região do Cerrado do Brasil, devido à sua baixa toxicidade.  

 

Tabela 7 - Toxicidade das diferentes toxinas Cry para larvas de S. frugiperda da população 

SfLab e Sf1. 

 a CL50 analisada com Probit pelo programa PoloPC da Le’Ora Software (limite de confiança a 

90%). RR. Razão de resistência. LC50 Sf1/ LC50 SfLab. 

 

A colônia Sf1 foi mantida em laboratório na ausência de pressão de seleção por oito 

gerações. Cada uma destas gerações foi utilizada para determinar a susceptibilidade a uma 

concentração diagnostica de Cry1Fa 10   vezes superior a CL50 obtida com Cry1F das larvas da 

colônia SfLab (3.500 ng/cm2). A mortalidade obtida com insetos das gerações F2 e F8 de Sf1 

foram inferiores a 5% e não apresentaram diferenças significativas quanto a susceptibilidade 

da ação desta toxina, sugerindo que nesta população o caráter de resistência é hereditário 

(Tabela 8).  

 

Tabela 8 - Porcentagem de mortalidade de diferentes gerações (F2 e F8) de larvas de S. 

frugiperda oriundas da Colônia Cabeceiras (Sf1). 

 

 

 

 

 

 

 SfLab   Sf1   

Proteína LC50 a ng/cm2 Slope Erro Padrão   LC50 a ng/cm2 Slope Erro Padrão RR 

Cry1Fa 342 (192–609) 1.3 1.0  > 3.500 - - > 10 

Cry1Aa 73.0 (26–120) 0.0061 0.0020  2514 (1283-3745) 0.00048 0.00017 34 

Cry1Ab 403 (251-647) 1.8 1.1  1636 (843-2429) 0.0010 0.00030 4.0 

Cry1Ac 545 (318-771) 0.0010 0.00030  1415(789-2040) 0.00090 0.00030 2.5 

Cry2Aa 668 (424-912) 0.0020 0.00050  827 (562-1093) 0.0020 0.0010 1.2 

Cry2Ab > 3.500 - -  > 3.500 - - 1.0 

Proteínas  Sf1 (F2) 

(%) 

 Sf1 (F8) 

(%) 

Cry1Aa  16,6   13,8 

Cry1Ab  9,7   11,1 

Cry1Ac  22,2   19,4 

Cry2Aa  22,2   18 

Cry1F  2,6  1,4 
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6.2. Determinação da susceptibilidade das populações de S. frugiperda coletadas na 

Bahia às toxinas Bt 

Os ensaios realizados com as 3 populações coletadas na Bahia e com a população 

coletada em Cabeceiras de Goiás na safra de 2014 com a toxina Cry1F na concentração 10 

vezes superior que a CL50 obtida com a população susceptível, mostrou que todas 

apresentavam resistência a esta toxina e também resistência cruzada a toxina Cry1Ab e 

Cry1Ac (Tabela 9). É importante observar que a população coletada em Cabeceiras no ano de 

2014 (Sf7) apresentou 0% de mortalidade, da mesma forma que a população coletada em 

2013 no mesmo local. Resultado semelhante foi obtido com as toxinas Cry1Ab e Cry1Ac, que 

em ambas populações apresentaram 20% de mortalidade. As populações coletadas na Bahia, 

ainda que não apresentaram mortalidade abaixo de 20%, também não tem a susceptibilidade 

comparável a colônia de laboratório, que foi de 100%. Uma planta de milho que contém a 

proteína Cry1F é capaz de expressar de 1,52 a 2,63 pg/mg de tecido seco (UEPA, 2005). 

Sendo importante enfatizar que a dose diagnóstico de >3500 ng/cm² é muito elevada e uma 

planta transgênica não será capaz de expressar as toxinas nesta dose tão elevada, ou seja, a 

tecnologia Bt nestas populações não é mais eficiente. 

 

Tabela 9 - Porcentagem de mortalidade de S. frugiperda em populações brasileiras. 

População Isolado 
% Mortalidade (>3.500ng/cm²) 

Cry1Fa Cry1Ab Cry1Ac 

SfLab  100 100 100 

Sf1 Milho- Cry1F Cabeceiras – GO 2013 0 20 29 

Sf2 Milho- Cry1F Bahia 2013 52 66 79 

Sf5 Milho Cry1A.105 e Cry2Ab 2013 29 50 56 

Sf6 Milho- Cry1Ab Bahia 2013 37 ND ND 

Sf7 Milho Cry1Fa Cabeceiras 2014 0 20 18 

ND – Não determinado 

 

Esses resultados indicam que as populações coletadas na Bahia também apresentam 

resistência as toxinas Cry1F, Cry1Ab e Cry1Ac. Tendo em vista, que a dose diagnóstico é 

>3500 ng/cm² a toxicidade da protoxina Cry1Ab nativa variou de 2 a 5 vezes menos nas 

populações resistentes de S. frugiperda, e na população susceptível foi altamente tóxica. No 
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entanto, a protoxina Cry1Abmod demonstrou alta toxicidade nas populações resistentes, com 

mortalidade variando de 75% a 100%. A protoxina Cry1Abmod teve uma toxicidade de até 20 

vezes mais tóxica, em Plutella xylostella (MUÑOZ-GARAY et al., 2009; TABASHNIK et al., 

2011; GOMEZ et al., 2014b). 

Um estudo paralelo demonstrou também altos níveis de resistência em populações de 

S. frugiperda oriundas de outras regiões do Brasil, São Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do 

Sul, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Paraná (FARIAS et al., 2014). Foi demonstrado 

que este fenótipo de resistência é devido a um único locus recessivo e que a freqüência desse 

alelo de resistência aumentou significativamente no campo nos últimos anos (FARIAS et al., 

2014). Um plano bem elaborado, incluindo monitoramento e utilização de refúgios é uma das 

estratégias para preservar a eficácia da tecnologia e retardar a seleção de insetos resistentes 

às toxinas de Bt (TABASHNIK et al., 2013b). 

A pressão de seleção a que este inseto está sendo exposto tem sido muito grande, 

pois além de ter alimento durante todo o ano, está exposto a eventos transgênicos que 

expressam as mesmas toxinas. Além disso, o clima favorece ciclos de vida curtos e contínuos.  

Existe evidência na literatura de que os esporos de Bt produzem fatores de virulência 

que poderiam ser importantes para a toxicidade (SLAMTI et al., 2014). Foram feitos também 

bioensaios com outras proteínas Cry com esporos/cristais. Em todos os casos, a mesma 

estirpe de Bt acristaliferos 4Q7 foi transformada com o vector pHT315 contendo os diferentes 

genes cry como relatado na seção de Materiais e Métodos. No entanto, uma vez que os 

mesmos esporos de Bt estão presentes nestes bioensaios e não foi observada toxicidade nos 

bioensaios realizados com a estirpe Cry2Ab transformada, podemos concluir que o efeito de 

esporos em toxicidade para estas populações não é relevante. 

No Brasil, segundo país com a maior área de cultivo de transgênicos e maior 

consumidor mundial de agrotóxicos, diversos eventos Bt têm sido plantados sequencialmente 

expressando as mesmas toxinas Cry, tais como Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1Fa. A pressão de 

seleção a que insetos polífagos como a S. frugiperda está sendo exposta pode ser considerada 

muito grande. É importante que a expressão de toxinas Cry em plantas seja elevada afim de 

garantir que larvas susceptíveis heterozigotas sejam controladas eficazmente. 
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Por outro lado, as práticas de uso de refúgios devem ser aplicadas de maneira estrita 

com a finalidade de prover insetos susceptíveis com os quais os poucos insetos resistentes 

possam copular. Caso os refúgios não sejam utilizados de maneira adequada não existirão 

insetos susceptíveis que permitam gerar insetos heterozigotos e se corre o risco de que se 

selecionem e se estabeleçam populações de insetos resistentes as toxinas Cry. No caso da 

utilização de cultivos-Bt no Brasil os agricultores não tem seguido esta regulamentação já que 

os refúgios estão sendo implementadas abaixo do nível recomendado ou não estão nem 

mesmo sendo implementados (LEITE et al., 2011; GRIGOLLI & LOURENÇÃO, 2013). 

6.3 Ensaio de ligação de toxinas Cry a membranas da microvilosidade apical das células 

do intestino de larvas de S. frugiperda. 

Foi analisado se diferentes toxinas Cry nativas eram capazes de se unir a vesículas de 

membranas das microvilosidades apicais (BBMV) purificadas do intestino médio de larvas de S. 

frugiperda. Em primeiro lugar se utilizou a toxina Cry1Fa marcada com biotina. A figura 6A 

mostra que esta toxina é capaz de se unir as membranas de BBMV de ambas as populações 

de insetos Sf1 e SfLab, e, apresenta uma maior interação com as membranas isoladas da 

colônia controle SfLab quando se compara com as membranas da colônia Sf1 proveniente de 

cultivos de milho Bt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 -Ensaio de ligação da toxina Cry1Fa. Figura A, Ligação da Cry1Fa: Linha 1, 

ligação da Cry1Fa a Sf1; Linha 2, ligação da Cry1Fa com SfLab: figura B, BBMV’s coradas 

com comassie blue. Os números nas bandas representam a porcentagem calculada pelo 

programa de cálculo da densiometria (Image J program) Gel 12% SDS PAGE com BBMVs das 

populações SfLab e Sf1. Linha 1, marcador Rainbow.  

A 

 Sf1 

B 
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A união das toxinas Cry1A e Cry2A às BBMVs destas duas populações de insetos 

também foi analisada. A figura 7 mostra que todas as toxinas utilizadas, tanto as Cry1A 

(Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac) foram capazes de se ligar às membranas de ambos insetos Sf1 e 

SfLab. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 -Ensaio de competição das toxinas Cry1A: Linha 1 e 8, controle das BBMV da 

população SfLab utilizadas na incubação com as toxinas; Linha 2 e 7 controle das BBMV da 

população Sf1 utilizadas na incubação com as toxinas; Linha 3, ligação da Cry1Aa com SfLab; 

Linha 4, ligação da Cry1Aa com Sf1; Linha 5, ligação da Cry1Ab com SfLab; Linha 6, ligação 

da Cry1Ab com Sf1; Linha 9, ligação da Cry1Ac com Sf1; Linha 10, ligação da Cry1Ac com 

SfLab. Os números nas bandas representam a porcentagem calculada pelo programa de 

cálculo da densiometria (Image J program). Gel 12% SDS PAGE com BBMVs das populações 

SfLab e Sf1. Linha 1, marcador Rainbow. 

 

 

A figura 8 mostra que a Cry2A foram capazes de se ligar às membranas de ambos 

insetos Sf1 e SfLab. Assim como a susceptibilidade a toxina Cry2Aa é relativamente baixa, nos 

ensaios de ligação demonstrou que não tem diferença significativa, por isso seria necessário 

que os níveis de expressão desta toxina sejam mais elevados dentro da planta geneticamente 

modificada para assegurar que esta toxina tenha algum efeito nas populações de S. frugiperda.  

1     2        3           4          5          6              7        8            9           10 

     

S
f1

 

S
f1

 

S
f1

 

S
f1

 

S
f1

 



54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Ensaio de ligação das toxinas Cry2A: Linha 1, controle das BBMV da população Sf1 

utilizadas na incubação com as toxinas; Linha 2, controle das BBMV da população SfLab 

utilizadas na incubação com as toxinas; Linha 3 ligação das toxinas Cry2Aa com Sf1; Linha 4 

ligação das toxinas Cry2Aa com SfLab; Linha 5, ligação da Cry2Ab to Sf1; Linha 6, ligação da 

Cry2Ab com SfLab. Ligação das toxinas biotiniladas (10 nM) das BBMVs das populações de 

S.frugiperda SfLab e Sf1 descrita em material e métodos. Os números nas bandas 

representam a porcentagem calculada pelo programa de cálculo da densiometria (Image J 

program) Gel 12% SDS PAGE com BBMVs das populações SfLab e Sf1. Linha 1, marcador 

Rainbow. 

 

 

Os ensaios de competição mostraram que Cry1As e Cry1Fa diferem os locais de 

ligação de diferente insetos da ordem Lepidoptera, como H. virescens (JURAT-FUENTES et 

al., 2004), Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, Spodoptera exígua (HERNÁNDEZ ;FERRE, 

2005), Nubilalis ostrinia e também em S. frugiperda (LUO et al., 1999; HERNANDEZ-

RODRIGUEZ et al., 2013). A resistência cruzada para as toxinas Cry1Fa e Cry1A pode ser 

relacionada ao compartilhamento dos sítios de ligação entre estas toxinas.  

Este trabalho mostrou a identificação de indivíduos com uma significativa tolerância a 

toxina Cry1F em uma população de S. frugiperda numa região onde se cultivou milho Bt 

expressando a toxina Cry1F por quatro anos. A população resistente a Cry1F apresentou 

resistência cruzada às toxinas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac, presentes em outros eventos 
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transgênicos utilizados no Brasil, mas não apresentou resistência cruzada com a toxina Cry2A.  

Os ensaios de competição heteróloga entre Cry1F e toxinas Cry1A mostraram que 

estas toxinas compartilham sítios de união em S. frugiperda (Fig. 9) e, portanto não é 

recomendável utilizar plantas piramidadas com estas toxinas para o controle de S. frugiperda 

nem utilizar outros cultivos geneticamente modificados que contenham algumas destas 

proteínas na mesma região, já que isto só incrementaria o nível de pressão de seleção para 

estes organismos tolerantes a Cry1F. 

Finalmente, analisamos se estas toxinas eram capazes de competir pela união da 

toxina Cry1F a membranas de SfLab. A competição homóloga da união de toxinas Cry1F 

marcada com biotina com um excesso de 500 vezes de toxina Cry1F não marcada mostrou 

que esta união é específica. A competição heteróloga da união de Cry1F marcada com biotina 

utilizando um excesso de 500 vezes das toxinas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac não marcadas 

mostrou que estas toxinas compartilham sítios de união com a toxina Cry1F e são capazes de 

competir por esta união. O mecanismo de ação das proteínas Cry de B. thuringiensis envolve 

vários passos: solubilização do cristal, processamento das toxinas, união ao receptor, inserção 

da membrana, agregação, formação do poro e citólise (GOMEZ et al., 2007; PARDO-LOPEZ et 

al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Ensaio de competição heteróloga entre Cry1F e toxinas Cry1A, demonstrando que 

compartilham dos mesmos sítios de união em S. frugiperda. Linha 1, Cry1F; Linha 2, Cry1Aa; 

Linha 3, Cry1Ab e Linha 4, Cry1Ac. 
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Quando uma planta é piramidada, ou seja, possui dois tipos de proteínas Cry em uma 

mesma planta, o mecanismo de ação dos insetos para tornar-se resistentes é baseada na 

mutação dos receptores. Pode acontecer uma única mutação, o qual as duas proteínas 

partilham do mesmo sitio de ligação, conferindo resistência a ambas as proteínas 

(HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013), podendo gerar resistência-cruzada (XIAO et al., 

2016). 

Os eventos que tem denominação de proteínas piramidadas, como a Cry1A.105, são 

plantas com combinações de proteínas Cry ativas contra Lepidópteros que possuem regiões 

quiméricas com domínios I e II sendo a metade da região C-terminal da Cry1Ac e o domínio III 

quase idêntica a Cry1Fa (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013). Finalmente o fato de que as 

diferentes gerações da colônia Sf1 mantiveram a baixa susceptibilidade a toxinas Cry1F indica 

que no campo esta colônia já está posicionada como uma praga estável com fenótipo de 

tolerância a toxina Cry1F.  

Este trabalho mostrou avaliações da susceptibilidade de diferentes populações de S. 

frugiperda oriundas de outras regiões do Brasil que estão resistentes às plantas Bt e deve 

servir de alerta para que os agricultores, o governo, as empresas detentoras da tecnologia Bt 

avaliem a situação e proponham medidas para resolver o problema antes que a tecnologia seja 

perdida. 

6.4 Susceptibilidade das populações de S. frugiperda à protoxinas Cry1Amod 

 
As toxinas Cry1AbMod e Cry1AcMod apresentaram toxicidade superior às mesmas 

toxinas selvagens, tanto em todas as populações de S. frugiperda resistentes, quanto na 

população susceptível (tabela 10). Interessante salientar que na população susceptível a 

toxicidade das duas Cry1Amod foi semelhante à Cry1Aa, que foi a toxina mais letal a 

população de S. frugiperda susceptível. As toxinas Cry1AbMod e Cry1AcMod mostraram uma 

importante atividade inseticida contra todas as populações testadas, e muito mais tóxicas do 

que as mesmas toxinas selvagens. É importante ressaltar que a CL50 da população Sf5 foi 

semelhante a da população susceptível para a toxina Cry1AbMod e Cry1AcMod (tabela 10). 

 

 



57 

 

Tabela 10 – Toxicidade das diferentes toxinas Cry1Amod para larvas de S. frugiperdada 

população SfLab e Sf1. 

a CL50 analisada com Probit pelo programa PoloPC da Le’Ora Software (limite de confiança a 
90%). RR. Razão de resistência. LC50 Sf1/ LC50 SfLab. *Não se aplica. 

 

 

 

Ainda que nas populações resistentes, a toxicidade das proteínas Cry1Abmod e 

Cry1Acmod tenham apresentado os resultados de CL50 mais altos (88 e 441 ng/cm2), todas as 

proteínas apresentaram resultados de toxicidade significativamente semelhantes, pois os 

valores do intervalo de confiança se sobrepõem. Os dados de bioensaios das proteínas Cry1Ab 

e Cry1Ac das populações Sf2, Sf5, Sf6 e Sf7 apresentaram mortalidade >2000 ng/cm² 

demonstrando que estas proteínas quando modificadas são mais eficientes nestas populações 

resistentes.   

Essas diferenças podem ser ainda devidas às diferenças de susceptibilidade entre as 

populações, o que já foi demonstrado com outras populações de S. frugiperda originárias de 

diferentes regiões geográficas em que a resposta às proteínas Cry1A é variável (MONNERAT 

et al., 2006) e também com P. xylostella (GONZÁLEZ-CABRERA et al., 2001). 

Neste estudo os valores de toxicidade de Cry1Abmod e Cry1Acmod não apresentaram 

diferenças significativas na população susceptível, porém o valor de CL50 da protoxina 

Cry1Acmod foi menor, demonstrando maior eficiência. Em outros estudos contra Trichoplusia ni 

e P. gossypiella, foi demonstrado que a protoxina Cry1Acmod tem maior eficiência quando 

comparada a Cry1AbMod (FRANKLIN et al., 2009; TABASHNIK et al., 2011).  

Mudanças na conformação dos receptores são capazes de interferir na ligação da 

toxina tanto através da perda de aminoácidos como na substituição e este fato representa um 

Populaçã

o 

LC50 a ng/cm2 

Cry1Aa Cry1Ab Cry1Ac Cry1Abmod Cry1Acmod 

SfLab 73.0 (26–120) 403 (251-647) 545 (318-771) 60 (42-86) 44 (29-68) 

Sf1 2514 (1283-3745) 1636 (843-2429) 1415(789-2040) 191 (112-326) 249 (134-462) 

Sf2 NA >2000 >2000 403 (231-783) 146 (72 – 264) 

Sf5 NA >2000 >2000 88 (34 – 167) 202 (46 – 723) 

Sf6 NA >2000 >2000 335 (208– 551) 441 (217 – 1165) 

Sf7 NA >2000 >2000 198 (116 – 338) 203 (107 – 363) 
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dos mecanismos mais provável na resistência a toxinas Bt. Para retardar a seleção da 

resistência são utilizadas algumas estratégias baseadas na utilização de mais de uma toxina 

Cry ou combinados em uma mesma planta (HERNÁNDEZ et al., 2005).  

A construção de proteínas modificadas é uma estratégia promissora no controle de S. 

frugiperda, uma vez que a mudança na sequência de aminoácidos permite a ligação nos sítios 

dos receptores presentes na membrana do intestino médio deste inseto (SOBERÓN et al., 

2007; GARCIA-GOMEZ et al., 2013). Entretanto, em populações de insetos resistentes este 

fato pode ser modificado por algum tipo de alteração na conformação do receptor ou até 

mesmo uma mutação. As mutações no gene da caderina estão associadas a um dos mais 

comuns mecanismos de resistência em diferentes espécies de insetos lepidópteros (GAHAN et 

al., 2001; GARCIA-GOMEZ et al., 2013). 

 

 

 

6.5 Detecção da atividade enzimática de receptores do intestino de S. frugiperda 

resistentes a toxina Cry1F  

O uso de plantas geneticamente modificadas aumenta a pressão de seleção de insetos 

provocando a resistência a plantas Bt quando utilizada de forma indevida e sem aplicação de 

manejo integrado. Neste trabalho foi feita a análise da determinação da atividade de ALP e 

APN de diferentes populações de insetos de diferentes estados brasileiros para detectar quais 

os prováveis receptores responsáveis pela resistência. 

Na primeira análise de detecção da presença de receptores do intestino médio de 

larvas de S. frugiperda (BBMV) foi feita através da determinação da atividade específica de 

ALP e APN. Os valores obtidos foram comparados e está representado na figura 8. A análise 

estatística das diferentes populações da atividade específica de APN não apresentaram 

diferenças significativas (ANOVA).  
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Figura 10 - Atividade específica de Aminopeptidase (APN) e Fosfatase Alcalina (ALP) em 

diferentes populações de S. frugiperda.  

 

Pode-se observar que existem diferenças quanto aos níveis de atividade de cada uma 

das enzimas nas diferentes populações. A atividade enzimática diminui de acordo com a 

susceptibilidade de cada população, e que a atividade de fosfatase alcalina (ALP) é maior que 

a de aminopeptidase (APN). No caso da fosfatase alcalina é na SFLab que se encontra maior 

atividade enzimática. Portanto, pode-se observar a atividade em todas as populações, mas em 

níveis diferentes. As populações Sf1, Sf2, Sf5 e Sf6 apresentaram diferenças estatísticas 

significativas, sendo a Sf6 a que obteve maior diferença quando comparada com a população 

susceptível, demonstrando que o mecanismo de ação envolvido nestes insetos pode ser 

diferente em comparação com a população susceptível. Este fato sugere que a presença de 

receptores ALP em alta concentração na população susceptível, pode ser um fator importante 

para inserção da proteína na membrana, o que pode interferir na susceptibilidade de 

determinadas populações existentes no campo. 
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Figura 11 – Gel SDS-PAGE 9% da atividade específica de ALP das diferentes populações de 

S. frugiperda.  

 No gel de SDS-PAGE podemos observar que os níveis de detecção de atividade 

enzimática de algumas populações resistentes apresentou baixos níveis de ALP, o que 

representa baixa atividade deste receptor quando comparada com a população susceptível. 

Demonstrando que a resistência dos insetos pode estar envolvida com os receptores de ALP, 

mas não com APN, nestas populações brasileiras. 

Alteração na expressão dos receptores de membrana de toxinas Cry1A são 

comumente descritos no mecanismo de resistência (CACCIA et al., 2012). Estudo feito por 

Jakka et. al., (2014) o qual descreveu o mecanismo de resistência em plantas Bt segere que a 

associação entre a resistência e a ligação das toxinas Cry1F e Cry1Ac a receptores ALP em 

lagartas de S. frugiperda e H. zea, respectivamente, se apresentaram em níveis reduzidos 

(CACCIA et al., 2012; JAKKA et al., 2014).  

Um estudo feito por Jurat- Fuentes (2011) relatou que populações de insetos 

resistentes a toxinas Cry demonstrou baixos níveis de atividade de ALP como também na sua 

expressão no intestino médio dos insetos estudados, demonstrando papel importante da 

ligação das toxinas Cry no modo de ação destas proteínas (JURAT-FUENTES et al., 2011; 

JIMENEZ et al., 2012).  

Dentre os receptores já caracterizados, alguns já foram descritos como possíveis 

receptores de insetos da ordem Lepidoptera. O receptor do tipo aminopeptidase (APN) já foi 

 SfLab Sf1 Sf2 Sf5 Sf6 Sf7 

100    132     58      41      21      53       
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bem descrito para Manduca sexta (PACHECO et al.,  2009; SINGH & SIVAPRASAD, 2009; 

FLORES-ESCOBAR et al.,  2013), Helicoverpa zea (WEI et al.,  2016), Lymantria díspar 

(VALAITIS, 2011), Helicoverpa armigera (RAJAGOPAL et al. 2003; UPADHYAY et al., 2011). 

Outros possíveis receptores incluem a caderina (VALAITIS, 2001; HARA et al., 2003; 

HERNÁNDEZ et al., 2004), e fosfatase alcalina (ALP) para Heliothis virescens, Helicoverpa 

armigera e Spodoptera frugiperda (JURAT-FUENTES et al.,  2011; JIMENEZ et al.,  2012; 

GOMEZ et al., 2015). 

  Para confirmar que se tratava de atividade da fosfatase alcalina nestas populações foi 

feita a análise de Western-Blot com anticorpos de ALP de Manduca sexta (Lepidoptera) (Figura 

10) e foi possível observar que a população Sf6 apresentou a menor detecção de ALP quando 

comparada com a população susceptível, assim como Sf2 e Sf5, o qual demonstrou níveis 

equivalentes com a detecção do substrato de ALP, corroborando com os mesmos resultados 

anteriores de detecção pelo substrato e por gel de SDS-PAGE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Western blot de anti-ALP de Manduca sexta das populações  Sf1, Sf2, Sf5, Sf6 e 

Sf7.  

 

A interação dos receptores ALP e APN no modo de ação das toxinas Cry é essencial 

na formação da estrutura oligomérica para facilitar a formação do pré-poro o qual será 

responsável por intermediar a inserção da toxina na membrana (BRAVO et al., 2004; BRAVO 

et al., 2011; JIMENEZ et al., 2012; GOMEZ et al., 2015), em alguns casos esta ligação é 

reduzida por estar associada à alteração da expressão dos genes que codificam os principais 

SfLab Sf1 Sf2 Sf5 Sf6 Sf7 

100    173      137    109     42      67       

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Upadhyay%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21660568
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receptores como a caderina, aminopeptidase e fosfatase alcalina (GAHAN et al., 2004; 

HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2010). Em um estudo feito na Índia, foi constatado que a 

aminopeptidases N (APN) e a fosfatase alcalina (ALP) desempenham papéis importantes no 

mecanismo de ação contra larvas de H. armigera, e observaram que os níveis de expressão de 

ALP foi 10 vezes maior do que APN sugerindo que ALP pode desempenhar um papel 

importante na toxicidade em relação a APN em H. armigera (UPADHYAY et al., 2011). Em 

Trichoplusia ni, foi possível observar alterações diferenciadas na expressão de duas 

aminopeptidases associadas com a resistência à toxina Cry1Ac, APN 1 e APN 6, constataram 

através de análises bioquímicas e moleculares a baixa expressão de APN 1, enquanto a 

expressão de APN 6 foi significativamente elevada (TIEWSIRI et al., 2011). 

Arenas et al., (2010) demonstrou a detecção destas proteínas por ligand-blot em 

Manduca sexta e observaram que os receptores ALP são expressos primeiramente durante os 

estágios de desenvolvimento do inseto, e a APN no terceiro ínstar. A presença destes 

receptores nas microvilosidades da membrana permite que a toxina seja capaz de se ligar a 

outros receptores presentes na membrana com alta afinidade, como a caderina (PARDO-

LOPEZ et al., 2013).  

Diferentes toxinas Cry podem compartilhar o mesmo receptor, ou podem se ligar a 

diferentes receptores presentes na membrana intestinal do inseto. A união ao receptor está 

ligada na determinação da especificidade do inseto, toxicidade, e resistência (GOMEZ et al., 

2006; PACHECO et al., 2009). Tendo em vista de que a presença dos receptores é essencial 

no modo de ação das toxinas, a expressão destes receptores na parede do intestino do inseto 

se torna um fator limitante para que a toxina tenha efeito letal, afetando na mortalidade e na 

eficiência de plantas Bt e biopesticidas. 

 

 

6.6 Susceptibilidade das populações de S. frugiperda à bioinseticidas 

 Os resultados das CL50 obtidos nos bioensaios realizados com a população de S. 

frugiperda resistente a Cry1F proveniente de Cabeceiras (Sf1) e da colônia da Embrapa 

(SfLab), indicaram que o produto mais eficaz é o Formulado 1, que apresentou CL50 de 15,97 

e 31,74 ng de produto por cm2 de dieta para as respectivas populações (Tabela 12).  A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Upadhyay%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21660568
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segunda formulação mais eficaz foi o Formulado 2, à base de B. thuringiensis kurstaki, que 

apresentou CL50 de 395,16 ng/cm2 para a população suscetível, e 335,42 ng/cm2 para a 

população resistente. O formulado 3, desenvolvido à base de uma estirpe pertencente ao 

sorotipo aizaiwai causou mortalidade (CL50) de 2175,21 ng/cm2 e de 2283,02 ng/cm2 para as 

populações susceptível e resistente, respectivamente. 

A análise dos valores e seus respectivos intervalos de confiança mostrou que a 

susceptibilidade das populações susceptível e resistente a cada um dos produtos é semelhante 

(Tabela 12). 

 

 

Tabela 11 - Toxicidade das diferentes produtos biológicos para larvas de S. frugiperda das 

populações SfLab e Sf1. 

aCL5 0 analisada com Probit pelo programa PoloPC da Le’Ora Software (limite de confiança a 
90%). LC50 Sf6/ LC50 SfLab.  

 

 

A variação de valores de CL50 obtidas com cada produto deve estar relacionada a 

composição de toxinas presentes nas estirpes utilizadas como base dos mesmos. O produto 

que causou maior mortalidade é formulado á base de uma estirpe recombinante que produz 

toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2A e Cry1C. É possível que haja uma ação sinergística 

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 

susceptível e resistente deve estar relacionada a ação da protoxina, presente nas estirpes. É 

importante mencionar que a planta transgênica está expressando a toxina ativada Bt e no 

Produto 
LC50 a ng/cm2 

SfLab   Sf1 

Formulado 1 
31,74 

(26,26 - 62,29) 
  

15,97 
(9,4 – 53,88) 

Formulado 2 

 
395,16 

(206,57 - 632) 
 

  
335,42 

(145,97 – 889,48) 

Formulado 3 
2175,21 

(1518,01-2923,03) 
 

  
2283,02 

(1172,84 - 3486,7) 



64 

produto é a protoxina que está presente. Um trabalho publicado em 2015 demonstrou que o 

modo de ação da protoxina e da toxina são diferentes (Tabashnik et al., 2015), assim, como a 

população de S. frugiperda (Sf1) estava resistente às toxinas Cry1F, Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac, 

provavelmente continuam susceptíveis às protoxinas Cry1F, Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac. 

B. thuringiesis é o principal princípio ativo biológico produzido e utilizado ocupando 2% 

do total de inseticidas vendidos no mundo (ESTRUCH et al., 1996; RAYMOND et al., 2010) e 

conferindo níveis adequados e consistentes de controle no campo (PRAÇA et al., 2010; 

MONNERAT et al., 2015b).  

A susceptibilidade de distintos insetos é diferente em relação aos produtos comerciais 

disponíveis no mercado, pois as estirpes de Bt,  utilizadas em muitos inseticidas biológicos, que 

produzem diferentes toxinas Cry, que tem especificidades diferentes e atuam de formas 

diferentes entre gêneros, espécies, populações e insetos (MONNERAT et al., 2006; 

HERNANDÉZ et al., 2008). 

Os resultados obtidos neste ensaio são semelhantes aos apresentados por Jakka et 

al., (2014) que avaliaram a susceptibilidade de S. frugiperda resistente à Cry1Fa, relataram a 

resistência cruzada em toxinas Cry1Ab e Cry1Ac, e não encontraram diferenças na 

susceptibilidade dessa população aos bioinseticidas Xentari WG e Dipel ES. Os autores 

consideram que a utilização de pesticidas Bt pode ser uma alternativa viável a ser empregada 

no manejo de S. frugiperda resistente no campo. 
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7. CONCLUSÕES  

 As populações de Spodoptera frugiperda coletadas nos estados de Goiás e Bahia 

estão resistentes a toxina Cry1F e apresentaram resistência cruzada  às toxinas 

Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac.  

 A resistência está relacionada aos receptores de fosfatase alcalina (ALP) presentes no 

intestino do inseto e é um caracter hereditário.  

 As toxinas Cry1AbMod e Cry1AcMod são candidatas a serem introduzidas em plantas 

para a nova geração de plantas Bt para controle de S. frugiperda. 

 Os bionseticidas à base de diferentes estirpes Bt disponíveis no mercado também são 

uma alternativa viável para controle desta praga.     
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