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CAPÍTULO 5.5

O problema bicudo

Introduzido no início da década de 1980, o bicudo (Anthono-
mus grandis Boheman, 1843) (Coleoptera: Curculionidae) é uma 
das principais pragas que atacam a cultura do algodoeiro no Bra-
sil e nas Américas (Silvie et al., 2013). Trata-se de um inseto fitó-
fago, que apresenta metamorfose completa, elevado dinamismo 
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populacional e potencial de dano por usar estruturas reproduti-
vas para alimentação e oviposição (Santos et al., 2002). 

  Na Região Centro-Oeste, especificamente no Estado de 
Mato Grosso, o controle do bicudo é realizado principalmen-
te com inseticidas químicos, sendo necessárias entre 10 e 15 
aplicações para manter as populações do inseto sob controle. 
O atraso na decisão de controle ou procedimentos inadequa-
dos pode comprometer até 70% da produção das fibras. Na 
safra 2013/2014, o custo de produção sofreu acréscimo de 
US$ 100 a US$ 150 por hectare e, em algumas zonas produto-
ras, foram necessárias até 25 aplicações de inseticidas (Canal 
Rural, 2014).

Todo esse impacto na cultura deve-se às estratégias que o 
inseto desenvolveu, que o tornou uma praga de difícil controle. 
Segundo entomologistas brasileiros e estrangeiros, trata-se de 
uma das pragas mais dinâmicas de que se tem conhecimento. 
O ataque começa pelas bordas das lavouras e é pouco percep-
tível. Durante um ciclo de cultivo do algodoeiro podem ocor-
rer de 5 a 6 ciclos do bicudo. O período de ataque ao cultivo 
estende-se dos 30 aos 130 dias, e o período crítico de ataque 
do inseto ocorre 50 a 90 dias após a emergência das plantas 
(Silvie et al., 2013). 

O bicudo tem preferência por estruturas reprodutivas, ali-
mentando-se principalmente de botões florais jovens, por se-
rem tenros. As brácteas servem como proteção; o orifício de 
alimentação é um dos sinais deixados na lavoura que denun-
cia a presença da praga (Gallo et al., 2002). Além dos danos 
provocados pela alimentação, os botões florais também são 
usados pelas fêmeas para oviposição. Outras estruturas, como 
maçãs e flores, também podem ser usadas, porém, em menor 
escala (Santos et al., 2003). 

Para ovipositar, a fêmea abre uma punctura onde deposita 
apenas um ovo, recobrindo-o com uma substância cerosa que 
ela mesma produz. Essa característica permite distinguir o lo-
cal da postura dos orifícios de alimentação, que permanecem 
abertos. Usualmente, são realizadas em torno de 6 posturas 
por dia, e uma fêmea pode colocar até 300 ovos. Decorridos de 
2 a 4 dias, ocorre a eclosão das larvas, que se alimentarão do 
botão por um período de 4 a 12 dias, ao fim dos quais se inicia 
a fase de pupa, que dura de 2 a 6 dias (Silvie et al., 2013). Os 
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adultos emergem do botão floral ou das maçãs, copulam e dão 
início a um novo ciclo (Figura 1). Os botões florais contendo os 
ovos e insetos em desenvolvimento são abortados, e as maçãs 
novas caem no solo entre 5 a 10 dias depois da postura dos 
ovos ou ficam sujeitas à podridão (Ramalho & Jesus, 1996).

Levando-se em consideração os hábitos, a biologia e o po-
tencial destrutivo do bicudo, novas abordagens devem ser es-
tabelecidas, com objetivo de reduzir as perdas econômicas. 

Neste contexto, a transgenia surge como alternativa, par-
tindo-se da premissa de que genes exógenos poderiam ser 
transferidos de forma direta ou indireta para o genoma do 
algodão. Com relação ao bicudo-do-algodoeiro, várias pes-
quisas encontram-se em andamento, com resultados expres-
sivos, demonstrando a integração de genes da família Cry em 
cultivares melhoradas de algodão, desenvolvidas pela Embra-
pa (Silva, 2014). Outros trabalhos envolvendo isolamento de 
biomoléculas potencialmente tóxicas contra esse coleóptero, 
tais como inibidores de proteases, inibidores de α-amilases e 
colesterol oxidase, que têm demonstrado perspectivas de uso 
para controle do inseto pela transgenia. 

Figura 1. Bicudo-do-algodoeiro: (a) adulto, (b) larva

A B
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Genes disponíveis para transformação de plantas de algodão

a) Colesterol oxidase
Colesterol oxidase (Coase) é uma enzima com propriedade 

inseticida, conhecida por ser potencialmente tóxica a algu-
mas espécies de coleópteros e lepidópteros. A enzima, pro-
duzida por alguns actinomicetos, atua sobre o colesterol na 
posição 3β-hidroxil para formar β4-cholestenone e H2O2, 
cujos produtos são as duas possíveis causas da degradação da 
membrana. Segundo Gottlieb (1977), a substituição do pro-
duto da reação pelo colesterol e a reação dos componentes da 
membrana com o H2O2 produzido pela reação da Coase são 
as duas possíveis causas da degradação da membrana. 

O colesterol é um importante componente no metabolis-
mo dos insetos. No caso do bicudo, as larvas requerem pelo 
menos 20 mg de colesterol /100g da dieta para terem de-
senvolvimento normal. A deficiência resulta em redução na 
postura e na eclosão seguida de morte das larvas. Purcell et 
al. (1993) estudaram o efeito da Coase em larvas neonatas 
do bicudo e verificaram que, em baixas doses, ocorre rom-
pimento da membrana e posterior morte de larvas do 2o es-
tádio. Greenplate et al. (1995) afirmam que a Coase afeta a 
fertilidade e viabilidade de ovos, podendo constituir-se em 
alternativa para controle do bicudo pela transgenia. Em es-
tudos desenvolvidos por pesquisadores da Embrapa Algodão 
e da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Santos et 
al. (2002) confirmaram o efeito da Coase na redução da ovi-
posição, eclosão e no aumento da mortalidade das larvas do 
bicudo. Os autores verificaram que na dosagem de 53 μg/ml a 
eclosão e viabilidade das larvas foram inibidas em 50%, com 
elevados danos às membranas epiteliais do intestino médio 
do inseto (Figura 2).
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Figura 2. Seções do intestino médio do bicudo do algodoeiro vistas 
por microscopia eletrônica de transmissão.  BM - membrana basal, 
M - microvilosidades, V - vacúolos. Controle: A, C e E- ampliação:  
9.500X, 6.900X e 17.500X, respectivamente); tratamento: insetos 
alimentados com dieta artificial contendo 53 μg/ml de Coase (B, D e 
F: ampliação 9.200X, 7.500X e 18.500X, respectivamente)
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 Ainda no estudo de Santos et al. (2002), os autores infor-
maram que a queda de botões florais foi reduzida em 60% 
quando ovos inoculados em botões jovens foram imersos em 
solução de Coase a 53 μg/mL. Nos adultos, a enzima provo-
cou cerca de 50% de redução na produção de ovos, além de 
interferir na eclosão das larvas. Um detalhe da inibição de 
crescimento das larvas em função da bioatividade da enzima 
é encontrada na Figura 3.

 

Essa mesma equipe iniciou os trabalhos de isolamento do 
gene a partir de cepas de Streptomyces, para uso posterior 
em trabalhos visando resistência a inseto pela transgenia. 

b) Toxinas de Bacillus thuringiensis
Descoberta no início do século XX, a bactéria Bacillus 

thuringiensis (Bt) passou a ser bastante estudada por mi-
crobiologistas e entomologistas apor conta de sua proprie-
dade entomopatogênica. É um micro-organismo de ocor-
rência cosmopolita e que pode ser encontrado em vários 
substratos, tais como solo, água, superfícies de plantas, in-
setos mortos e grãos armazenados (Monnerat et al., 2009; 
Palma et al., 2014). 

Figura 3. Larvas do bicudo do 
algodoeiro (segundo e terceiro 
estádios) alimentadas em dieta 
artificial contendo Coase. Controle 
à esquerda; tratamento à direita. 
Ampliação: 49 x
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Essa bactéria foi isolada em 1901, no Japão, pelo bacte-
riologista Ishiwata, que descobriu ser ela a responsável pela 
mortalidade de larvas do bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepi-
doptera: Bombycidae) (Ishiwata, 1901). Berliner (1911), na 
Alemanha, descreveu a mesma bactéria, isolada de larvas 
mortas de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyrali-
dae), a traça-da-farinha, e a chamou B. thuringiensis, em ho-
menagem ao Estado da Turíngia (Thüringen), na Alemanha, 
onde foram coletadas as lagartas. Em 1915, este mesmo autor 
notou a presença de inclusões parasporais nas células de B. 
thuringiensis, que são as responsáveis pela atividade tóxica. 
Essas inclusões proteicas cristalinas são produzidas durante 
o processo de esporulação e conhecidas por δ-endotoxinas ou 
toxinas Cyt e Cry (Figura 4).

Inicialmente, acreditava-se que esta bactéria era tóxi-
ca apenas para larvas de lepidópteros, mais tarde, nos anos 
1960, foi isolada uma estirpe de Bt subsp. kurstaki, chamada 
HD-1 (Dulmage, 1970) que apresentou uma toxicidade de 2 
a 200 vezes superior às estirpes normalmente utilizadas nos 
produtos comerciais. A partir de então, a procura por outras 
estirpes possuidoras de novas toxinas foi estimulada, e, em 
1977, Goldberg e Margalit isolaram uma estirpe eficaz contra 
dípteros (Goldberg & Margalit, 1977) e, alguns anos mais tar-

Figura 4. - Morfologia de B. thuringiensis. A – microscopia de contraste de 
fases de B. thuringiensis (1.000X). B – microscopia eletrônica de varredura 
de B. thuringiensis mostrando: (c) cristais; (e) esporo (15.000X)
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de, em 1983, outra estirpe foi identificada como patogênica 
a coleópteros (Krieg et al., 1983). Atualmente, são conheci-
das estirpes tóxicas a insetos das ordens Diptera, Coleoptera, 
Himenoptera, Homoptera e Ortoptera, e ainda para algumas 
espécies de nematoides, protozoários e ácaros (Weiser, 1986; 
Edwards et al., 1988). 

Estima-se que existam mais de 50 mil estirpes de B. thu-
ringiensis em coleções espalhadas pelo mundo e mais de 750 
genes codificadores dessas toxinas estão descritos. As pro-
teínas codificadas por eles estão classificadas em 70 grupos 
(Cry1, Cry2,.....Cry70), que por sua vez estão divididos em 
classes e subclasses de acordo com a identidade das proteínas 
(Cry1Aa, Cry1Ab, etc.) (Crickmore et al., 2014). 

Essa bactéria pode ser utilizada de duas formas: na forma 
selvagem, como ingrediente ativo para a síntese de biopes-
ticidas e como fonte de genes para serem introduzidos em 
plantas, conhecidas popularmente como plantas Bt.  

As vantagens de utilização de toxinas Bt incluem a alta es-
pecificidade aos organismos-alvo, a inocuidade aos seres hu-
manos, vertebrados e plantas e o efeito não poluente ao meio 
ambiente (Whiteley & Schnepf, 1986; OMS, 1987). 

Os sintomas observados a partir do momento em que as 
larvas de insetos suscetíveis ingerem os cristais e esporos de 
B. thuringiensis são: perda do apetite e o abandono do ali-
mento, paralisia do intestino, vômito, diarreia, paralisia total 
e, finalmente, a morte (Aronson et al., 1986). As larvas in-
fectadas por B. thuringiensis perdem sua agilidade, e o tegu-
mento adquire tonalidade marrom-escura. Após a morte, a 
larva apresenta cor negra característica das infecções provo-
cadas por este microrganismo (Habib & Andrade, 1998).

O mecanismo de ação das proteínas Cry de B. thuringien-
sis envolve vários passos: ingestão da toxina, processamen-
to das toxinas, ligação das toxinas ao receptor, inserção da 
membrana, agregação, formação do poro, citólise e morte do 
inseto (Figura 5). 
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Figura 5. Modo de ação das toxinas de Bt 

A união aos sítios receptores é uma etapa determinante 
da especificidade a δ-endotoxinas, motivo pelo qual diversos 
grupos de pesquisa têm-se dedicado ao entendimento des-
se processo (Pietrantonio & Gill, 1996; Belfiore et al., 1994; 
Soberón et al., 2007). Em geral, quatro receptores proteicos 
têm sido descritos como possíveis moléculas para ligação das 
proteínas Cry aos intestinos dos insetos susceptíveis: uma 
proteína do tipo caderina (CADR), uma aminopeptidase-N 
ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), uma fosfatase al-
calina ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), e um gli-
coconjugado de 270 kDa (Gómez et al., 2007; Bravo et al., 
2007). Outros experimentos têm mostrado que glicolipídeos 
também podem estar envolvidos como moléculas receptoras 
em alguns insetos e nematoides (Gómez et al., 2007). 

Produtos biológicos à base de Bt começaram a ser utilizados 
em controle biológico em 1938, quando uma formulação bas-
tante rudimentar à base desta bactéria, a sporeína, foi produzi-
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da na França (Weiser, 1986). A partir dos anos 1950, diversos 
países, como Rússia, Checoslováquia, França, Alemanha e Es-
tados Unidos começaram a produzir industrialmente insetici-
das biológicos à base de Bt (Weiser, 1986). Para controle de 
insetos, o uso de Bt representa uma opção de grande impacto 
ecológico, porquanto a bactéria não é toxica à planta nem ao 
homem. Alguns insetos lepidópteros são efetivamente contro-
lados por meio de pulverização com produtos formulados à 
base de estirpes de Bt, beneficiando lavouras de algodão, soja, 
feijão, milho entre outras. A limitação da utilização desses pro-
dutos ocorre em função do hábito do inseto, que precisa ingerir 
a toxina para morrer. Assim, insetos de hábito endofítico não 
ingerem o produto e ficam protegidos da ação da bactéria. 

Uma maior abrangência dos benefícios de Bt na agricul-
tura ocorreu a partir da década de 1980, com o advento da 
tecnologia das lavouras geneticamente modificadas (GM), as 
quais, por conter gene(s) cry inseridos no genoma, passaram 
a ter proteção mais duradora a insetos-alvo, mais especifica-
mente lepidópteros.

 Uma das grandes vantagens associadas às plantas GM que 
possuem o gene cry é que as proteínas apresentam ação se-
letiva a grupos de insetos, além de não serem poluentes ao 
meio ambiente, são inócuas aos mamíferos e vertebrados e 
não possuem toxicidade sobre as plantas (Beltz et al., 2000; 
Glare & O’Callagham, 2000). Vários trabalhos na literatura 
informam que lavouras GM que contêm gene cry demandam 
menor uso de pesticidas, que são altamente danosos ao meio 
ambiente (Silva, 2014; Martins et al., 2008).

A vantagem da tecnologia reside no fato de a proteína ser 
expressa apenas em tecidos específicos da planta de interes-
se, ficando retida no interior deles. Dependendo da estratégia 
utilizada nos trabalhos de transformação, a proteína Cry pode 
ser produzida continuamente pela planta ou ativada quando 
se fizer necessário. A ação persiste durante todo ciclo, o que 
possibilita menor custo com inseticidas sintéticos (Jouanin et 
al., 1998; Schnepf et al., 1998; Azevedo, 1998).

Em 1981, foi desenvolvido o primeiro transgene contendo o 
gene cry (Schnepf & Whitley, 1981). A partir daí, outras plantas 
transgênicas expressando proteínas de Bt (Cry1Ab e Cry1Ac) 
foram desenvolvidas, como tomate (Fischhoff et al., 1987) e 
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tabaco (Vaeck et al., 1987), ambas em 1987, com ação con-
tra insetos da Ordem Lepidoptera. Em algodão, os trabalhos 
foram conduzidos por Perlak et al. (1990), nos EUA, usando 
os genes cry1Ab ou cry1Ac para controle de Helicoverpa zea 
(Lepidoptera: Noctuidae) e Heliothis virescens (Lepidoptera: 
Noctuidae). A primeira cultivar comercial foi desenvolvida 
pela Monsanto, denominada Bollgard I, e liberada para co-
mercialização nos EUA e na Austrália em 1996/1997. A cul-
tivar contém o gene cry1Ac (Perlak et al., 1991) que controla 
as lagartas-do-capulho, da maçã e a rosada. Em 2002, a Mon-
santo liberou a Bollgard II, que contém duas toxinas (Cry1Ac e 
Cry2Ab), fato que confere maior proteção contra demais lagar-
tas do algodoeiro (Olsen & Darly, 2000; Gore et al., 2001). A 
Dow AgroSciences desenvolveu a WideStrike, comercializada 
no Brasil em 2009, que contém as proteínas Cry1Ac e Cry1F, 
tóxicas a H. virescens, H. zea, Spodoptera frugiperda (Lepi-
doptera: Noctuidae), Alabama argilacea (Lepidoptera: Noc-
tuidae), Pectiniphora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae), 
Spodoptera exígua (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera 
eridania (Lepidoptera: Noctuidae), Pseudoplusia includens 
(Lepidoptera: Noctuidae) e Trichoplusia ni (Lepidoptera: 
Noctuidae). A Bayer CropScience desenvolveu a Bt TwinLink, 
que contém as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae, toxicas a H. vires-
cens, P. gossypiella, Helicoverpa e A. argillacea. Numa com-
binação de dois diferentes genes oriundos de Bt, a Monsanto 
desenvolveu a Bollgard III que combina os genes da Bollgard II 
com o COT102 (Vip3Aa19) da Syngenta, protegendo as plantas 
contra A. argillacea, H. virescens, P. gossypiella, Helicoverpa 
spp., Spodoptera spp. e T. ni.

A primeira liberação comercial de plantas Bt no Brasil foi 
do algodão expressando a toxina Cry1Ab, em 2005. A par-
tir de 2007, diversos eventos de milho expressando toxinas 
Bt foram liberados para comercialização. Essas plantas ex-
pressam de um a três genes de proteínas Bt (Cry1Ab, Cry1Ac, 
Cry1A.105, Cry1F, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e Cry35Ab1) (CTNBio, 
2014; Monnerat et al., 2015). Segundo dados do Serviço In-
ternacional para a Aquisição de Aplicações em Agrobiotecno-
logia (ISAAA), uma organização pró-biotecnologia, no Brasil, 
a área cultivada com sementes geneticamente modificadas de 
soja, milho e algodão em 2013 foi de 40,3 milhões de hecta-
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res, colocando-o como o segundo país no cultivo de plantas 
transgênicas no mundo (James, 2014).

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) 
conta com uma coleção de 2,5 mil cepas de B. thuringiensis, da 
qual foram selecionadas estirpes altamente tóxicas aos insetos da 
ordem Diptera, Culex quinquefasciatus (Monnerat et al., 2004) 
e Aedes aegypti (Monnerat et al., 2005), Lepidoptera, Plutella 
xylostella, Anticarsia gemmatalis e S. frugiperda (Monnerat et 
al., 2007) e Coleoptera, A. grandis (Martins et al., 2007). 

A empresa mantém uma criação massiça do bicudo-do-
-algodoeiro em laboratório para produzir insetos sadios que 
serão utilizados em ensaios (Figura 6) para prospectar novas 
estirpes e encontrar proteínas tóxicas, cujos genes poderão 
ser utilizados para a transformação do algodão, tornando-o 
resistente aos ataques do inseto.

Figura 6. Ilustração da criação de A. grandis. A: gaiola onde os insetos 
adultos são criados, mostrando o compartimento superior onde ficam 
os insetos e o compartimento inferior onde são depositados os ovos 
e as fezes; B: Detalhe mostrando os adultos sendo criados em dieta 
artificial; C,D,E,F: Procedimento inicial de lavagem e separação dos ovos 
que estão misturados às fezes; G, H, I: Procedimento de lavagem dos 
ovos com sulfato de cobre; J: Detalhe mostrando os ovos separados 
das fezes prontos para serem distribuídos em placas contendo dieta 
artificial; K: Placa contendo dieta artificial onde os ovos são distribuídos; 
L: Após alguns dias é possível visualizar os casulos formados pelas larvas 
e pupas de A. grandis; M: Placa com insetos adultos
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Até o momento, três genes mostraram-se altamente pro-
missores para serem utilizados na transformação do algodão. 
O primeiro pertencente ao grupo Cry1Ia, é derivado da estirpe 
de B. thuringiensis S1451. Foi isolado, caracterizado e expres-
so em Baculovírus visando à análise da atividade inseticida da 
proteína recombinante expressa para o bicudo-do-algodoeiro 
e para lagarta-do-cartucho-do-milho. As baixas doses letais 
obtidas indicaram que este é um gene bastante promissor para 
a construção de uma nova cultivar de algodão, que poderá ser 
resistente a ambos os insetos (Martins et al., 2008). O segun-
do gene, Cry10Aa, é encontrado comumente em estirpes de B. 
thuringiensis subsp. israelensis que possui várias proteínas 
com atividade tóxica para diversos insetos da ordem Diptera, 
entre elas estão a Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa 
e Cyt2Ba (Ben-Dov et al., 1999; Guerchicoff et al., 1997; Berry 
et al., 2002; Monnerat et al., 2014). Este gene codifica uma 
protoxina de 78 kDa que é clivada em uma toxina ativa de 60 
kDa (Thorne et al., 1986). A proteína Cry10 teve sua atividade 
relatada para insetos lepidópteros (Vassal et al., 1993) e, há 
poucos anos, foi informada a atividade contra Hypothenemus 
hampei (broca-do-café) (Coleoptera: Scolytidae) (Méndez-Ló-
pez et al., 2003). A proteína recombinante Cry10Aa produzida 
pelo baculovírus recombinante vSynCry10Aa foi descrita com 
atividade para larvas neonatas de A. grandis (Aguiar, 2007; 
Aguiar et al., 2012), com uma dose letal inferior e estatistica-
mente distinta da obtida por Martins et al. (2008) para a pro-
teína Cry1Ia. As construções contendo esses dois genes estão 
patenteadas pela Embrapa. 

O gene cry1B foi clonado e sequenciado pela primeira vez 
em 1988 por Brizzard e Whiteley (1988), porém ainda sem 
descrição da atividade. Os estudos de Hofte e Whitley (1989) 
revelaram que esta era uma proteína de 140 kDa, possuía alta 
homologia com a porção C-terminal de proteínas da família 
Cry1 e que sua porção N-terminal (tóxica) alinhava-se com a 
mesma porção de proteínas da família Cry3 (Bradley et al., 
1995). Estes estudos comparativos sugeriram que a proteína 
teria atividade para insetos das ordens Lepidoptera e Coleop-
tera. Bradley et al. (1995) mostraram que esta proteína pos-
sui atividade contra os lepidópteros Phthorimaea operculella 
(Lepidoptera: Gelechiidae), Artogeia rapae (Lepidoptera: Pie-
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ridae), P. xylostella e T. ni (alta atividade) e para os coleóp-
teros Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) 
(baixa atividade) e Chrysomela scripta (Coleoptera: Chryso-
melidae) (média atividade) em ensaios seletivos. Martins et al. 
(2007) demonstraram que esta proteína é toxica a A. grandis 
sendo bastante promissora para o seu controle. 

Uma parceria recente, firmada em 2013 entre o Cenargen e o 
Instituto Mato-grossense do Algodão (IMAmt), tem propiciado 
mais rapidez na varredura do banco, e cerca de 30 novas estirpes 
tóxicas ao bicudo foram identificadas e estão sendo estudadas. 

Genes de inibidores de proteases 

Os inibidores de protease de plantas, incluindo os de pro-
teinases serínicas (inibidores de tripsina, inibidores de quimo-
tripsina, inibidores de elastase pancreática e os inibidores de 
elastase de neutrófilos) e os de proteinases cisteínicas (família 
fitocistatina) constituem um grupo de famílias de proteínas 
bastante estudado em relação a seu papel fisiológico nas plan-
tas e é considerado como potencial bioinseticida, biofungicida e 
biobactericida (Lima & Morais, 2013; Kidrič et al., 2014). Esses 
inibidores são encontrados em vários tecidos, como sementes e 
outros órgãos de armazenamento, e são eficazes para proteger 
as plantas contra ataques de insetos herbívoros, pela sua capa-
cidade de interferir na atividade proteolítica do trato digestivo 
destes (Tohidfar & Khosravi, 2015), causando redução do con-
teúdo de aminoácidos fundamentais para seu crescimento e o 
desenvolvimento (Nanasahe et al., 2008). 

Os inibidores de proteases têm sido considerados bons 
canditados para serem usados sozinhos ou piramidados 
com toxinas Cry para a geração de plantas transgênicas re-
sistentes a insetos. Contudo, é importante considerar que 
os insetos possuem diferentes classes de enzimas proteolíti-
cas (serino, cisteíno, ácido aspártico e metalo-proteinases) 
responsáveis pela digestão e quando um inibidor específico 
é detectado, o inseto pode ativar as outras classes de pro-
teases. Isso depende do tipo de inseto, tendo em vista que 
os herbívoros possuem mecanismos de digestão diferentes 
(Bolter & Jongsma, 1997). Outro ponto a ser considerado é a 
presença de proteases em diversos processos biológicos (in-
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cluindo a planta transgênica), o que pode levar a eventuais 
efeitos em organismos não-alvo, (Schlüter et al., 2010). No 
entanto, vários trabalhos já demonstraram que a expressão 
heteróloga de inibidores de proteases não afeta significati-
vamente as plantas, podendo ser usada para solucionar pro-
blemas na agricultura (Van der Vyver et al., 2003; Michaud 
et al., 2005; Mosolov & Valueva, 2008).

Existem vários relatos do potencial efetivo dos inibidores de 
proteases em plantas transgênicas para proteção contra insetos 
herbívoros (Schlüter et al., 2010). Inibidores de proteinases se-
rínica e cisteínica têm sido utilizados em várias culturas transgê-
nicas, como tabaco (Charity et al., 2005), batata (Gatehouse et 
al., 1997; Khadeeva et al., 2009), arroz (Alfonso-Rubí et al., 
2003; Vila et al., 2005), banana (Atkinson et al., 2004),  Ara-
bidopsis (Urwin et al., 2000), dentre outras. Em larga escala, 
os chineses desenvolveram linhagens de algodão transgênico 
coexpressando uma toxina Cry (Cry1Ac) e um inibidor de prote-
ase de feijão-caupi (CpTI). A linhagem mais conhecida é a SGK 
321 que foi adotada por longos anos naquele país (Gatehouse, 
2011), além de linhagens de arroz transgênico também expres-
sando Bt/CpTI (Qiu, 2008). 

Métodos de transformação de plantas de algodão

Até antes da década de 1980, os principais métodos adota-
dos para modificar o ideotipo de uma planta eram realizados 
por meio do melhoramento clássico. Tal estratégia, adotada 
até os dias atuais, tem promovido o desenvolvimento de várias 
cultivares, beneficiando não apenas o agricultor, mas os vários 
segmentos da cadeia produtiva. O fator limitante para o uso do 
melhoramento clássico, contudo, é a possibilidade de ultrapas-
sar os limites dos fatores herdáveis, os quais só podem ser uti-
lizados se estiverem presentes no germoplasma utilizado. Tal 
barreira foi ultrapassada com o advento da tecnologia de DNA 
recombinante, que possibilitou transferir fatores genéticos en-
dógenos ou exógenos, independentemente da hierarquia do rei-
no a qual pertence o genoma doador, permitindo a geração de 
novas cultivares para atender as macrodemandas do agronegó-
cio internacional.

Os métodos utilizados para geração de lavouras GM são 
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classificados como diretos — que provocam modificações nas 
paredes e membranas celulares para introdução de DNA exó-
geno, através de processos físicos (eletroporação, biobalística 
e eletrofusão de protoplasto) (Finer & Mc Mullen, 1990; Raja-
sekaran et al., 2000), ou químicos (via polietileniglicol/PEG) 
(Gould & Magallanes-Cedeno, 1991) — e indiretos — que além 
de provocarem modificações, requerem a utilização de um ve-
tor biológico para a introdução do DNA na planta (Zapata et 
al., 1999). Nesse aspecto, o método mais conhecido é o via 
Agrobacterium, embora tenha limitação para culturas recalci-
trantes, como o algodoeiro (Birch, 1997). A despeito disso, os 
métodos mais adotados são via Agrobacterium e biobalística. 

A transformação por Agrobacterium utiliza-se da capacidade 
natural que este micro-organismo apresenta de transferir parte 
de seu DNA para plantas hospedeiras, sendo este posteriormen-
te integrado e expresso (Hohn, 1992; Zapata et al., 1999). Apre-
senta maior precisão de transferência, possibilitando a integra-
ção de um menor número de cópias do transgene. 

A espécie mais utilizada nos procedimentos de transfor-
mação é A. tumefaciens, que provoca tumores nas raízes, 
denominados galha da coroa. A parte da bactéria utilizada 
na transformação é um plasmídeo indutor de tumor deno-
minado Ti, que é incorporado às células das plantas hospe-
deiras por um processo infeccioso, que leva a produção de 
hormônios vegetais e opinas. A técnica consiste em um cocul-
tivo com a bactéria e explantes, em que elas infectam o tecido 
vegetal, iniciando o processo de transferência da sequência 
gênica desejada. Em seguida, o tecido é regenerado em meio 
de cultivo, in vitro, contendo antibiótico para a eliminação da 
Agrobacterium e um agente seletivo para identificar as célu-
las transformadas, as quais são posteriormente aclimatadas 
(Jouanin et al., 1993; Gelvin, 2000).

O método de biobalística é mais oneroso, porém bastante uti-
lizado. Utiliza micropartículas (1,0 a 1,5 µm) de ouro ou tungstê-
nio que são aceleradas com o auxílio de um aparelho de pressão 
(1.000-1.200 psi) por ar comprimido (hélio) a altas velocidades 
(superiores a 1.500 km/h) para carrear e introduzir ácidos nu-
cleicos, transpondo a parede celular e a membrana citoplasmá-
tica, sem comprometer a viabilidade (Finer et al., 1992). A efi-
ciência da técnica depende do tamanho das micropartículas, da 
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resistência ao vácuo, da força de propulsão e da uniformidade 
na superfície do tecido alvo (Milki et al., 1993). 

Outra técnica bastante utilizada por cientistas chineses é a 
de microinjeção, que se baseia na introdução do DNA exógeno 
na planta receptora por meio do canal do tubo polínico ou pelo 
ovário (Zhou et al., 1983). O procedimento tem início após a 
polinização, quando as células da nucela formam um canal que 
permite a passagem do tubo polínico até o saco embrionário. O 
DNA exógeno é introduzido com auxílio de uma microsseringa 
e alcança o ovário, integrando-se às células zigóticas, já fertiliza-
das, mas não divididas (Figura 7).

O processo de transformação ocorre porque as células ain-
da não apresentam parede celular, apenas protoplastos. Dessa 
forma, o gene de interesse pode ser integrado ao genoma da 
cultivar receptora, gerando sementes transformadas sem a ne-
cessidade de passar por um sistema de regeneração. A grande 
vantagem desse método é o custo e o fato de ser desnecessária a 
regeneração de plantas.

Figura 7. - A) flor do algodão antes da autofecundação; B) mudança 
da coloração da flor para rosa, indicando a fecundação; C) retirada das 
pétalas; D) maçã na fase da microinjeção; E) realização da microinjeção; 
F) identificação da maçã microinjetada; G) maturação da maçã; H) 
obtenção do capulho
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Outras tecnologias disponíveis

Uma nova abordagem ao controle de pragas envolve a libe-
ração de insetos modificados para controlar suas contrapartes 
selvagens. A tecnologia transgênica tem permitido o desenvol-
vimento de insetos portadores de uma característica repressível 
e auto-limitante (Thomas et al., 2000). O método consiste em 
criar os insetos em dieta contendo tetraciclina ou seus análogos, 
o que permite que apenas os machos sobrevivam. Esses machos 
liberados a campo irão competir com os selvagens pelo acasa-
lamento com as fêmeas. Como a progênie deste acasalamento é 
dependente de tetraciclina ou de seus análogos, substancias que 
não são encontradas na natureza, a prole (machos e fêmeas) não 
é capaz de sobreviver até a idade adulta. Essa abordagem possi-
bilita controlar populações de pragas-alvo em níveis mais baixos 
do que é possível por meio de métodos convencionais. O efeito 
também é altamente específico em espécies, oferecendo uma 
ferramenta de controle de pragas ambientalmente sustentável.

O inseto transgênico mais próximo de ser posto à disposição 
para uso comercial é uma raça do mosquito Aedes aegypti, cha-
mada ‘OX513A’. A. aegypti é o vetor predominante de dengue 
e chikungunya. OX513A foi projetada com um traço bissexo li-
mitante, a triagem de sexo é realizada manualmente para libe-
rações só de machos, cuja progênie não é capaz de sobreviver 
até a idade adulta. Os ensaios de campo com OX513A nas ilhas 
Cayman (Harris et al., 2011; 2012), Brasil e Panamá (N. Morri-
son, comunicação pessoal) demonstraram a capacidade da raça 
OX513A em causar reduções acentuadas das populações locais 
de A. aegypti, excedendo os níveis de supressão alcançável por 
abordagens convencionais.

Para as áreas agrícola e pecuária, as características autoli-
mitantes foram desenvolvidas para Ceratitis capitata (Diptera: 
Tephritidae) conhecida como a mosca-do-mediterrâneo (Gong 
et al., 2005; Fu et al., 2007; Schetelig et al., 2007; 2009), Bac-
trocera oleae (Diptera: Tephritidae), mosca-da-azeitona, (Ant 
et al., 2012), Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae), mosca-
-australiana-das-ovelhas, (Li et al., 2014;  Scott, 2014),  P. gos-
sypiella, lagarta-rosada (Morrison et al., 2012; Jin et al., 2013) 
e P. xylostella, traça-das-crucíferas, (Jin et al., 2013). Ensaios 
em casa de vegetação foram conduzidos com a mosca-do-me-
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diterrâneo (Leftwich et al., 2014), a mosca-da-azeitona (Ant et 
al., 2012) e a traça-das-crucíferas (N. Morrison, comunicação 
pessoal). Nesses estudos, as liberações de machos de raças de 
transgênicas causaram rápido declínio das populações-alvo. En-
saios de campo com estas raças serão conduzidos num futuro 
próximo (N. Morrison, comunicação pessoal).

Entre 1971-1973, um grande experimento de campo foi reali-
zado em mais de 20 mil acres no Mississippi, EUA (Mc Gibben 
et al., 2001). Usando inseticidas e TIE (machos e fêmeas libera-
das), a população do bicudo foi erradicada em 203 de 236 cam-
pos. Com novas liberações, essa redução poderia ter sido ainda 
mais acentuada, mas o experimento foi interrompido. Em ex-
perimentos posteriores, liberações de machos e fêmeas estéreis 
foram realizadas em campos com 48 insetos nativos por acre e a 
forte supressão da praga foi novamente demonstrada. Em 1978-
1980, um novo experimento de erradicação do bicudo foi ini-
ciado, que incorporou o uso de armadilhas, TIE e pulverização 
foliar ocasional do regulador de crescimento de insetos, diflu-
benzuron (Sikorowski, 1984) sobre uma área de tratamento de 
20 mil acres de algodão. No final do ensaio, apenas 15 bicudos 
foram capturados na zona de erradicação (a maioria de um úni-
co local). Estes ensaios utilizando uma abordagem de controle 
com base em acasalamento demonstraram que o inseto pode ser 
criado em grande quantidade, e que, no campo, as populações 
podem ser reduzidas a níveis muito baixos. Dois grandes obstá-
culos para TIE foram a falta de métodos de triagem de sexo para 
liberar grandes grupos apenas de machos e o fato de a esteriliza-
ção por radiação ter um impacto negativo sobre o desempenho 
do inseto (Mc Gibben et al., 2001). 

Visto que o controle do bicudo está baseado em inseticidas 
cuja efetividade é limitada e que variedades de algodão transgê-
nico expressando proteínas inseticidas ainda estão por chegar 
ao mercado, as tecnologias transgênicas acima descritas apre-
sentam-se como uma ferramenta interessante para auxiliar na 
mitigação dos danos, proporcionando uma opção de controle al-
tamente eficaz, reduzindo a população do bicudo a níveis muito 
baixos e, ao mesmo tempo, diminuindo a dependência de pulve-
rizações de inseticidas.
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