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RESUMO

O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria que possui a capacidade de produzir
inclus@es cristalinas com agdo toxica a uma gama de insetos. O Bt pode ser utilizado
para o controle de pragas na forma de biopesticida. O biopesticida € um produto que
apos o crescimento da bactéria em meio de cultura e formulacdo pode ser aplicado via
pulverizagdo. Alguns pardmetros devem ser seguidos para a producdo de um
biopesticida efetivo e de qualidade, a composi¢do do meio de cultura e os parametros
fisico-quimicos (temperatura, concentracdo de oxigénio, pH, agitacdo) sdo de
fundamental importancia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
composic¢ao do meio de cultura na producédo de biopesticida a base de Bt para o controle
de pragas agricolas. Foram utilizados quatro diferentes meios de cultura, Meio de
cultura 1 (LB - testemunha): 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl; Meio
de cultura 2: 1,49% glicose, 0,92% extrato de levedura, 0,088% MgSQOa; Meio de cultura
3: 1,49% glicose, 0,92% extrato de levedura, 0,09% MgSO4, 0,02% MnSOQO4, 0,03%
CaCly, 0,3% KH2PO4 e Meio de cultura 4: 1,49% glicose, 0,92% extrato de levedura,
0,09% MgSOQs4, 0,02% MnSO4, 0,03% CaClz, 0,3% KH2PO4, 0,025% FeSO4, 0,023%
(NH4)SO4, 0,28% K:HPO4, 0,008% ZnSO4. A cepa de Bt 1641 foi utilizada para o
desenvolvimento dos testes. Os bioensaios foram realizados com lagartas de 1 dia apds
eclosdo de Spodoptera frugiperda, Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania,
Helicoverpa armigera, Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens. O pH foi
medido em intervalos regulares, durante o processo fermentativo, ocorrendo uma
variacdo de 4,60 e 8,75. A maior concentracdo de esporos foi 8,92x10® esporos/ml
obtida no meio 3, apds 48 horas de fermentagdo. A producdo de massa celular foi maior
no meio de cultura 2, com acumulado de 2,93g/L. A eficiéncia de 100% de mortalidade
foi obtida com o meio de cultura 1 para S. frugiperda, S. eridania, C. includens ap6s 32
horas de fermentacédo e para A. gemmatalis, S. cosmioides e H. armigera apés 08, 56 e
60 horas, respectivamente. O meio de cultura 1 foi 0 meio mais efetivo para a producéo

de Bacillus thuringiensis.

Palavras chave: Bacillus thuringiensis. Biopesticida. Pragas agricolas.



ABSTRACT
Bacillus thuringiensis (Bt) is a bacterium that has the ability to synthesize
parasporal crystalline inclusions that shows toxic activity against a wide range of
insects. B. thuringiensis can be used for pest control in the form of biopesticide.
Biopesticide is a formulated product that can be sprayed in the field after the growth of
Bt in culture medium. Some parameters should be followed for the production of
effective and quality biopesticide product, the composition of the culture medium, and
the physicochemical parameters (temperature, oxygen concentration, pH, rpm) are
essentials. The purpose of this work was to evaluate the influence of the composition of
the components of the culture medium on the Bt production - based biopesticide to
control of agricultural pests. Four different media were used. Medium 1 (Luria Bertani-
LB - check treatment): 1% tryptone, 0,5% yeast extract, 0,5% NaCl; Medium 2: 1,49%
glucose, 0,92% yeast extract, 0,088% MgSOs; Medium 3: 1,49% glucose, 0,92% yeast
extract, 0,09% MgSOQOs, 0,02% MnSQOg4, 0,03% CaCl, 0,3% KH2PO4 and Medium 4:
1,49% glucose, 0,92% yeast extract, 0,09% MgSQO4, 0,02% MnSO4, 0,03% CaCls, 0,3%
KH2POy4, 0,025% FeSO4, 0,023% (NHa4) SO4, 0,28% K2HPO4, 0,008% ZnSO4. The Bt
strain 1641 was used in this research. The bioassays were carried out using 1 day old
larvae after hatching of Spodoptera frugiperda, S. cosmioides, S. eridania, Helicoverpa
armigera, Anticarsia gemmatalis and Chrysodeixis includens. The pH was measured at
regular intervals during the fermentation process, and showed variation among 4.60 and
8.75. The highest spore concentration was 8,92x108 spores/ml obtained in medium 3,
after 48 hours of fermentation. Cell mass production was higher in medium 2 and
accumulated 2.93 g/L. The efficiency of 100% mortality was obtained with the culture
medium 1 for S. frugiperda, S. eridania, C. includens after 32 hours of fermentation and
for A. gemmatalis, S. cosmioides and H. armigera after 08, 56 and 60 hours,
respectively. Medium 1 was the most efficient medium for the production of B.

thuringiensis as a biological pesticide..

Keywords: Bacillus thuringiensis. Biopesticide. Agricultural pests.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados publicados pela CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento) no IX Levantamento sobre a safra 2016/2017 o Brasil teve uma
estimativa de area plantada de 60,49 milhGes de hectares. Deste total 938,8 mil ha (1,5%
da area total) foram utilizados para a producéo de caroco e pluma de algoddo. A area
plantada com milho de primeira e segunda safra totalizou 17,346 milhdes de ha (28,67%
da &rea) e a de &rea para plantio de soja em 33,889 milhdes de ha (56,02% da &rea). Com
uma producdo estimada em 2,236 milhdes toneladas de carogo, 1,488 milhdes de
toneladas de pluma, 93,836 milhdes de toneladas de milho e 113,923 milhdes de
toneladas de soja. (CONAB, 2017). Com esta area plantada, cultivos sucessivos e
manejo inadequado, 0 surgimento e ressurgimento de pragas € quase que inevitavel
(METCALF e LUCKMAN, 1994). Insetos das ordens himendpteros, hemipteros,
ortopteros, dipteros, coledpteros, isOpteros, estdo entre 0s que constantemente atacam
as lavouras brasileiras. Contudo, os insetos da ordem Lepiddptera sdo, na maioria das
vezes, 0s que aparecem com maior frequéncia e podem causar sérios danos a estas
culturas.

O controle de insetos pragas € de fundamental importancia para uma producéo
de qualidade e em quantidade suficiente para suprir a demanda por alimentos e as
expectativas de retorno econémico dos produtores. Ha varios anos, o principal meio de
controle de pragas utilizado pelos agricultores consiste no controle quimico
(VLAK,1993). Com a abusividade e exclusividade deste controle, muitas vezes
facilitado pela comercializacdo, rapido resultado e facilidade de aplicacdo, varios
problemas ambientais e ecolégicos surgiram. Para tentar amenizar os danos causados
por esta excessiva aplicacdo de inseticidas quimicos, comecou-se a discussdo e a
implementacdo do conceito de Manejo Integrado de Pragas (MIP) que visa a integracao
de diversos métodos de manejo para prevencdo e controle de pragas. Dentre esses
métodos tem-se o Controle Bioldgico, que consiste na utilizagdo de inimigos naturais
e/ou entomopatdgenos como virus, fungos e bactérias para 0 manejo de pragas
(GRAVENA, 1992).

Uma das bactérias mais utilizadas para o controle de pragas é a bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) (VALICENTE & ZANASI, 2005). B.

thuringiensis € uma bactéria gram-positiva, aerébica ou anaerobica facultativa
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(RASKO et al. 2005) em forma de bastonete, formadora de esporos e que tem a
capacidade de produzir, durante a esporulacdo, inclusbes cristalinas altamente
especificas, que sdo responsaveis pela atividade toxica desta bactéria (GLARE &
O’CALLAGHAM, 2000). Esporos de B. thuringiensis podem ser isolados de diversos
ambientes como solo, rizosfera, filoplano, &4gua fresca, poeiras de grdos, insetos,
crustaceos, anelideos e mamiferos insetivoros (VALICENTE e BARRETO, 2003;
RAYMOND et al. 2010).

A bactéria B. thuringiensis produz incluses cristalinas (proteinas cry), as quais
sdo toxicas a diferentes ordens de insetos como: Lepiddptera, Coledptera, Diptera e
ainda nematoides e acaros (FEITELSON et al. 1992). Tais inclusGes sdo formadas por
polipeptidios denominados od-endotoxinas, que sdo liberadas junto ao esporo no
momento da lise celular (DEAN, 1984; HANNAY & FITZ-JAMES, 1995).

Atualmente existem duas maneiras possiveis de controlar pragas com a
utilizacdo de B. thuringiensis, na forma de plantas transgénicas ou biopesticidas. As
plantas transgénicas apos a insercdo do gene da bactéria no seu genoma, comegam a
expressar a proteina Bt toxica para o inseto. Biopesticida ou pesticida biologico é
produzido em industrias e pode ser aplicado via pulverizagdo sobre as plantas. Em
ambas maneiras ocorrerd a morte do inseto apds a ingestdo da proteina (BODROWSKI
et al. 2003).

O método mais utilizado para a producdo de um biopesticida a base de B.
thuringiensis é a fermentacdo liquida. A producdo de um biopesticida deve seguir 0s
principais parametros de otimizac&o do processo, oxigenagao, agitagcdo, pH, temperatura
e 0s componentes do meio de cultivo (MADIGAN, 2004). Os componentes e suas
proporcBes no meio de cultura sdo de extrema importancia.

Visando a importdncia da otimizacdo do processo de producdo de B.
thuringiensis e do papel da constituicdo de um meio de cultura efetivo e barato, este
trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia da composicdo do meio de cultura, na
producdo de biopesticida a base de Bacillus thuringiensis, para o controle de importantes

pragas agricolas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pragas e perdas na agricultura

Grande parte dos pesticidas utilizados no Brasil ttm como pragas alvo os
lepiddpteros dentre eles a Spodoptera frugiperda (Lagarta do cartucho) (Figura 01A).
Mesmo com a adocao das tecnologias transgénicas para controle de lepiddpteros pela
maioria dos produtores, esta € uma praga que ainda causa danos a diversas culturas. No
Brasil hd uma estimativa de perdas econémicas anuais em torno de US$400 milhGes de
dolares apenas na cultura do milho. No continente americano hé relatos do ataque desta
praga em 80 culturas com as perdas podendo chegar a 60% da produtividade.

Segundo Cruz et al. (2007) as lagartas recém eclodidas quando encontram um
hospedeiro adequado, comecam a alimentar-se dos tecidos verdes, geralmente
comecando pelas partes aéreas mais suculentas, deixando apenas a epiderme
membranosa, provocando o sintoma conhecido como folha raspada. Nesta fase do inseto
0s biopesticidas a base de B. thuringiensis podem atuar no controle da praga.

Pelo fato do pH intestinal de lagartas com até 3 dias ser basico nesta fase o inseto
apresenta maior susceptibilidade a acdo das toxinas Bt. A ativacdo da pré-toxina em
toxina ativa se da devido a condigdes alcalinas no tubo digestivo do inseto (pH acima
de 8,0) quando ocorre a quebra da proteina liberando o nucleo ativo (BRAVO et al,
2005). Além do pH alcalino ha a necessidade de receptores especificos na parede
intestinal do inseto para que ocorra a acéo desejada no controle desta praga.

Outras pragas como a Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania,
Helicoverpa armigera, Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens, tem causado
danos a diversas culturas no Brasil. Porém, estudos com inseticidas biolégicos para
controle destas pragas sdo recentes.

Spodoptera cosmioides (Figura 01B) além de causar danos no algodoeiro, pode
ser observada no Cerrado em soja, feijdo, mamona, raramente em milho e mais
frequentes em plantas de Amaranthus sp., causando desfolhacdo completa desta planta
daninha (SILVIE, 2013).

Bavaresco et al. (2003) relatam que no ano de 1999, S. cosmioides causou
severos danos em &reas experimentais de cebola cultivada em casa de vegetacdo no

Campus da Universidade Federal de Pelotas/RS. Séo relatados surtos desse inseto com
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danos elevados nas culturas de macieira no estado de Santa Catarina, chegando a
porcentagem de 35,4% de frutos danificados (NORA et al. 1989).

Bueno 2011 e Panizzi 2012, retratam que a lagarta S. cosmioides danifica
diretamente as partes reprodutivas da planta de soja principalmente as vagens. Quando
atacam as folhas o consumo ¢é aproximadamente o dobro do que geralmente é consumido
por outras pragas desfolhadas.

Conhecida como lagarta das folhas e/ou lagarta das vagens, a Spodoptera
eridania (Figura 01C) era considerada uma praga secundaria em diversos cultivos,
incluindo espécies anuais e perenes. Entretanto, nos ultimos anos, a espécie tem sido
relatada como praga importante nas culturas do algodéo, soja, tomate e frutiferas de
clima temperado, com destaque para a macieira (NORA et al. 1989; FONSECA, 2006).
A utilizacdo do milheto como planta de cobertura apds o cultivo de algodao, soja e a
presenca de plantas daninhas como Amaranthus spinosus (caruru) e Ipomea grandifolia
(corda de viola) favorecem a ocorréncia deste inseto.

Tradicionalmente a S. eridania ndo era considerada uma praga relevante. Na
safra 2001/2002 foi relatado danos causados nos estados de Sergipe, Alagoas e Bahia.
Atualmente é considerada uma das principais pragas das regides de cultivo do cerrado
(JESUS, 2013).

Figura 01- Lagartas do complexo Spodoptera com aproximadamente 12 dias de idade.

A - S. frugiperda em folha de milho. B - S. cosmioides em folha de soja. C - S. eridania em
folha de soja. Fonte: Do autor, 2017

A divulgacéo da identificacdo da Helicoverpa armigera (Figura 02) nos cultivos
de algodao, soja e milho na Bahia, Mato Grosso, Parana, Distrito Federal e Goias tem
sido foco de discussdo e preocupacdo. Até entdo suspeitava-se que a espécie
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Helicoverpa spp. ocorrentes no Brasil fosse apenas a H. zea como relatada inicialmente
em algodoeiros no oeste da Bahia na safra 2011/2012. Nesta regido, na safra 2012/2013,
houve um prejuizo aproximado de R$2 bilh6es com danos causado por esta praga.

A invasdo desta praga no Brasil podera resultar em profundas mudancas
bioecoldgicas em espécies de mesma familia desta praga, por exemplo, promovendo
alteraces no status de populagdes e composicdo genética de H. zea e Heliothis virescens
favorecendo a evolucgéo de resisténcia.

Figura 02- Lagarta de Helicoverpa armigera com 14 dias de idade em folha de milho

Fonte: Do autor, 2017.
A Anticarsia gemmatalis (Figura 03) é uma praga que ocorre principalmente na

cultura da soja, sendo uma das principais pragas desfolhadoras desta cultura, seu ataque
pode ocasionar perdas de 100% das folhas e nervuras das plantas comprometendo toda
a produtividade. Alguns autores destacam a voracidade desta praga, trabalhos relatam o
consumo de 85 a 150 cm? de area foliar de soja para completar a fase larval
(MOSCARDI, 2013).
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Figura 03- Lagarta A. gemmatalis com 12 dias de idade em folha de soja.

Fonte: Do autor, 2017.

Atualmente identificada e classificada como Chrysodeixis includens, (Figura
04A) a falsa medideira, ocorria principalmente em &reas de soja proximas a areas de
cultivo do algodoeiro. Esta proximidade favoreceu a migracdo da mariposa da soja para
o algodoeiro, posicionando-a como uma das pragas mais importantes desfolhadoras do
algodoeiro. Os sintomas de alimentacdo das lagartas da falsa medideira séo
diferenciados de outras desfolhadoras por apresentarem uma caracteristica de iniciarem
sua alimentacédo pelo centro da folha, formando orificios de formas circulares (Figura
04B). Muitas vezes as desfolhas provocadas pela falsa medideira sdo iniciadas pelas

folhas mais velhas, localizadas no terco inferior das plantas, o que dificulta seu controle.
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Figura 04- Lagarta C. includens e seus danos caracteristico em algodé&o.

_— P VL
g el 3

A - C. includens Fonte: Do autor, 2017 B - Dano caracteristico do ataque de C. includens.
Fonte: AMPASUL

Né&o apenas o controle quimico, mas o controle bioldgico e a utilizacdo de taticas
de manejo incorporando o MIP (Manejo Integrado de Pragas) sdo de extremas

importancia para a obtencdo de uma lavoura produtiva e de qualidade.

2.2 Bacillus thuringiensis

O Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria gram positiva, aerébica ou
anaerobica facultativa que possui formato de bastonete, formadora de esporos e capaz
de produzir inclusdes cristalinas durante a esporulacdo, que sdo responsaveis pela
atividade toxica desta espécie (GLARE & O’CALLAGHAM, 2000)

B. thuringiensis foi descrito pela primeira vez por Berliner em 1911, quando este
pesquisador isolou o bacilo de Anagasta kuehniella. Sendo este bacilo nomeado Bacillus
thuringiensis em homenagem a provincia de Thuringia (Alemanha). Porém o primeiro
isolamento havia sido feito pelo bidlogo S. Ishiwata em 1901. Em 1908 Iwabuchi a
denominou como B. sotto Ishiwata, por ser o agente causal da “sotto-disease”, que,
posteriormente foi considerado invalido, mantendo-se 0 nome mais recente (GLARE e
O’CALLAGHAM, 2000).

Segundo Valicente e Barreto (2003) B. thuringiensis pode ser isolado de
diferentes ambientes tais como solo, palhada, poeira, 4gua, restos vegetais e insetos.
Como esse microrganismo ndo € considerado um entomopatégeno com grande
agressividade e nem sempre esporula em insetos, antes ou ap0s a sua morte,

dificilmente é encontrado em epizootia natural em insetos, porém alguns trabalhos
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relatam este fato. Possiveis locais de reproducdo incluem o solo, a rizosfera, o filoplano
ou outros tecidos da planta, insetos vivos ou mortos e outros invertebrados (RAYMOND
et al. 2010).

Os métodos para isolamento deste patdgeno sao eficientes e geralmente de facil
execucdo (SALEH et al. 1969; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985;
TRAVERS et al. 1987). Segundo Damgaard (2000) o nimero de unidades formadoras
de coldnias (UFC) por grama de solo pode variar de 10? a 104, enquanto que em plantas,
endofidicos, este nimero pode chegar a 100 UFC.cm?.

A busca pelo isolamento de novas cepas de B. thuringiensis, contendo diferentes
genes ativos € continua e tem sido uma das grandes metas de pesquisas pois objetiva a
descoberta de isolados mais efetivos (CAROZZI et al. 1991) e que possam auxiliar no
manejo preventivo de resisténcia de insetos-alvo as d-endotoxinas presentes nos atuais
transgénicos comerciais e biopesticidas.

O B. thuringiensis produz basicamente 3 proteinas toxicas Cry, VIP, Cyt para
uma gama de insetos pragas urbanas e da agricultura. Além das proteinas Cry, Cyt e
VIPs (proteinas inseticidas vegetativas) B. thuringiensis pode produzir uma série de
outras toxinas, incluindo proteinas com atividade inseticida como a-exotoxinas, f-
exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases, fosfolipases (HANSEN &
SALAMITOU, 2000).

As proteinas Cyt sdo 6-endotoxinas encontradas principalmente em cepas ativas
contra dipteros, denotam uma inclusdo proteica parasporal (cristal) que exibe atividade
hemolitica e sdo toxinas de menor peso molecular (25-28 kDa) (CRICKMORE et al.
1998).

As inclusdes cristalinas produzidas pelo B. thuringiensis (proteinas Cry), as
quais sdo toxicas a diferentes ordens Lepidoptera, Coledptera, Diptera e ainda
nematoides e acaros (FEITELSON et al. 1992) sdo formadas por polipeptidios
denominados d-endotoxina, que sdo liberados junto ao esporo no momento da lise
celular (DEAN, 1984 e HANNAY & FITZ-JAMES, 1995). Estudos mencionam que a
acdo priméria dessa toxina é lisar as células epiteliais do intestino médio do inseto-alvo
pela formacdo de poros na membrana microvilosa apical das células do meséntero
(ARONSON e SHAI, 2001; de MAAGD et al. 2001, BRAVO et al. 2005). As
protoxinas inativas ingeridas por lagartas suscetiveis dissolvem-se no meio alcalino do
intestino sdo solubilizadas e clivadas por proteases do intestino médio produzindo

proteinas resistentes a proteases de 60-70 kDa (BRAVO et al. 2005). Apos a ativacao
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da proteina, que envolve a remogdo proteolitica de um peptideo N- terminal, a toxina
ativada entdo se liga a receptores de glicoproteinas especificos na borda da membrana
das células epiteliais do intestino médio (de MAAGD et al. 2001; BRAVO et al, 2005)
antes de ser inserida na membrana.

As proteinas VIPs (Vegetative Insecticidal Proteins) foram descobertas por
Estruch (1996). Desde entdo dois grandes grupos tém sido identificados em B.
thurinigiensis. Um grupo de toxinas VIP consiste de toxinas binarias que sdo as VIP1 e
VIP2 (WARREN, 1997), tendo 100 kDa e 52 kDa, respectivamente. S&o eficientes para
algumas espécies de Coledpteros (ESPINASSE et al. 2003) sendo altamente inseticida
para um inseto agronomicamente importante, o crisomelideo do milho (Diabrotica
virgifera), mas mostrando baixa atividade inseticida para lepiddpteros (HAN et al.
1999).

O segundo grupo consiste nas toxinas VIP3, que ndo apresentam similaridade de
sequéncia com VIP1 ou VIP2. Por exemplo, a proteina VIP3A consiste de uma proteina
de 88,5 kDa ativa contra um amplo espectro de insetos lepiddpteros, incluindo Agrotis
ipsilon, Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens e Helicoverpa
zea, alguns dos quais tém baixa suscetibilidade a maioria das 6-endotoxinas (ESTRUCH
etal. 1996; YU et al. 1997).

As proteinas VIP e Cry tém acéo diferente no intestino do inseto. As proteinas
Cry tém sua acdo caracterizada principalmente em insetos lepiddpteros, que ainda sao
considerados as principais pragas que atacam as culturas brasileiras. De forma
resumida, a acdo do B. thuringiensis se da através do consumo de alimento tratado com
endotoxinas (ou da planta geneticamente modificada contendo o gene cry) e geralmente
resulta na parada da alimentacdo de lagartas de lepiddpteros devido a paralisacdo do
intestino. Quando as lagartas se alimentam com altas doses da toxina sofrem uma
paralisia geral seguida de morte. Com doses mais baixas ou em insetos menos
susceptiveis, o dano as células intestinais € suficiente para parar a secre¢cdo normal do
intestino, o qual abaixa o pH do lumen, permitindo a germinacdo dos esporos, no caso
do biopesticida. A eficiéncia de determinada proteina ndo esta associada apenas ao fato
dela ser ou ndo ativada, mas também ha uma associacdo com os receptores do inseto
alvo e o seu grau de solubilizagcdo (BRAVO et al. 2005).

As proteinas VIP causam paralisia intestinal, lise osmotica completa das células

e consequentemente morte do inseto, causados pela formacdo de poros na
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membrana do epitélio do intestino médio. Assim, a ruptura das células do intestino
parece ser o principal mecanismo de letalidade das proteinas VIP (YU et al, 1997)
Através da técnica de cristalografia de raios X foi possivel determinar a primeira
estrutura de proteina Cry (cry3A) em 1991, por Li e colaboradores. Posteriormente foi
possivel realizar também a identificacdo das estruturas de proteinas Cyt e VIP. Proteinas
VIP3 que apresentam caracteristica interessantes para o controle de pragas agricolas,

ainda nao tiveram sua estrutura tridimensional elucidada (Palma, 2016).

Figura 05- Estrutura tridimensional das proteinas Cry, VIP e Cyt de Bacillus
thuringiensis.

cry3A VIP2 Cyt

Fonte: Palma, 2016

A atividade entomopatogénica do B. thuringiensis esta associada com a sintese
destas proteinas que séo altamente tdxicas e especificas para insetos de varias ordens e
outros invertebrados (HOFTE & WITELEY, 1989; GLARE & O’ CALLANGHAM,
2000).

Os esporos produzidos pelo B. thuringiensis também podem contribuir com a
patogenicidade através da agdo sinérgica realizada juntamente com as 6-endotoxinas

(JOHNSON & McGAUGHEY, 1996).

2.3 p-exotoxina

Algumas cepas de B. thuringiensis sdo capazes de produzir B-exotoxina. Por
causa da toxicidade da B-exotoxina em mamiferos e insetos ndo-alvo a OMS
(Organizagdo mundial de Sadde) recomenda que produtos comerciais a base de B.

thuringiensis sejam livres desta toxina (WHO, 1999).
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As B-exotoxinas, também denominadas de thuringiensinas, sdo toxinas nédo
proteicas, termoestaveis, hidrossolUveis, secretadas no meio de cultura durante a fase
vegetativa ou inicio da fase de esporulacdo (FARKAS et al. 1969; CALBERG et al.
1995). Séo relatados dois tipos de B-exotoxinas, toxinas do tipo I e tipo II.

A B-exotoxina | age inibindo a atividade da RNA polimerase, é analoga ao ATP,
composta por adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico, com massa molecular de
70kDa, interferindo consequentemente na sintese de RNA (LECADET, BARJAC,
1981). A B-exotoxina | afeta a muda e pupacdo dos insetos e em doses sub-letais
apresentam efeitos teratogénicos e mutagénicos (IGNOFFO e GREGORY, 1972;
LECADET e BARJAC, 1981) pode ter efeitos contra insetos ndo alvos como Apis
mellifera (CANTWELL et al. 1964) e outros invertebrados como acaros e nematoides,
além de ser toxica também para vertebrados, sendo particularmente ativas contra
dipteros, coledpteros e lepiddpteros. (BOND et al, 1971).

A B-exotoxina Il, é andloga ao UTP e sua toxicidade € maior que a do tipo I,
principalmente contra coledpteros (LEVINSON et al. 1990).

Espinasse et al. (2002) relatam a identificacdo de um locus que abriga dois genes,
berA e berB, como possiveis responsaveis pela codificacdo necessaria para a sintese da
B-exotoxina I. Perani et al 1998 relatam que a producéo deste metabdlico com a presenca
do gene crylB, apesar de ndo ter sido estabelecida uma relacéo estatistica, o que também
foi relatado por Espinasse et al. (2002), juntamente com a presenca do gene VIP2.

Os bioensaios sdo uma forma rapida e pratica para a deteccéo da presenga de -
exotoxina e tem se mostrado como uma forma viavel, relativamente simples e que nédo
exigem equipamentos de alta tecnologia. H4 também o método de RP-HPLC que € um
procedimento relativamente rapido, mas que apresenta alguns inconvenientes, como a
possibilidade de obter falsos negativos (HERNANDEZ et al. 2001; Pinheiro, 2013).

2.4 AplicagOes agrondmicas de Bacillus thuringiensis

Desde o advento das plantas geneticamente modificadas (GM) houve uma
adocédo significativa por parte dos produtores a tecnologia. A tecnologia facilita o
manejo de plantas infestantes, conhecidas como plantas daninhas, assim como o0 manejo
e aumento da eficiéncia no controle de insetos praga na lavoura (BERNARDI et al.
2011).
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Para o controle de pragas, utilizando as plantas geneticamente modificadas,
plantas como algoddo, milho, soja, dentre outras, tem um ou mais genes de B.
thuringiensis inseridos em seu DNA através de técnicas moleculares. Estas plantas
durante o seu ciclo ou em periodo especifico do ciclo, expressam a toxina Bt, que
quando ingerida pelo inseto ocasiona sua morte. Atualmente todas as culturas
comercialmente disponiveis que expressam toxina, codificam a expressao de genes cry,
VIP ou ambos. Dentro de um conceito de manejo integrado de pragas (MIP) a utilizacao
de plantas Bt pode ser considerada uma tatica adicional ao controle de pragas
(BERNARDI et al. 2011).

B. thuringiensis também pode ser aplicado via pulverizacdo através dos
formulados de biopesticida. O biopesticida € um produto industrializado que tem como
base o B. thuringiensis (ingrediente ativo) e os inertes que servem como estabilizantes.

O meio de cultura, meio de cultivo ou meio de crescimento serve como fonte de
nutrientes para o crescimento bacteriano. Apos o processo de fermentagdo e crescimento
da bactéria ocorre o processo de formulacdo, que proporcionard um aumento na
concentracdo do principio ativo em determinado volume, visando principalmente
proporcionar maior estabilidade e vida de prateleira ao produto, assim como aumento

da persisténcia no campo de esporos viaveis e proteina.

2.5 Biopesticidas — condicdes de cultivo

Segundo Moraes et al. (2000) alguns fatores sdo de fundamental importancia
para a producdo eficiente do biopesticida a base de B. thuringiensis. O meio de cultura
a ser utilizado, selecdo da cepa, processo fermentativo e suas variaveis, estocagem,
recuperacdo do principio ativo (esporos e cristais), formulacdo do produto e analise de
qualidade s&o primordiais.

O meio de cultura corresponde a solucdo nutritiva (liquida, sélida ou semi-
solida) utilizada para realizar o crescimento bacteriano em laboratério ou inddstria. Este
meio deve fornecer condig¢Ges nutricionais basicas para um desenvolvimento 6timo das
bactérias.

Como citado, 0 meio de cultura e o processo fermentativo séo de fundamental
importancia para a qualidade final do produto. O processo de producdo de B.
thuringiensis ocorre geralmente por fermentacdo submersa (liquida) descontinua,

também conhecida como processo em bateladas (ANGELO et al, 2010). O processo de
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batelada consiste na realizacdo da inoculagdo do meio de cultura, periodo de
crescimento da bactéria e ao final todo o fermentado é retirado de uma vez. N&o ocorre
adicdo ou remocdo significativa do meio fermentado durante o processo. Todo o
processo ocorre dentro de um fermentador que propicia condicdes ideais de temperatura,
agitacdo e oxigenacao para o crescimento bacteriano.

A temperatura 6tima para o crescimento e producao das proteinas Cry é em torno
de 30 'C. Temperaturas acima deste valor podem diminuir o rendimento da produgio
devido a supressdo da formacédo de proteina Cry e desnaturacdo do material celular.
Temperaturas baixas podem desacelerar o ciclo de multiplicagéo celular (COUCH et al,
2000) e reagdes metabdlicas, o que pode acarretar aumento no tempo de crescimento e
maior custo de producao.

A agitacdo além de proporcionar uma melhor homogeneizacdo de crescimento e
distribuicdo dos nutrientes, esta relacionada também com a aeracdo do meio de cultura.
O oxigénio atua na recepc¢do final da cadeia transportadora de elétrons de organismos
aerobicos e € um fator critico para a biossintese das proteinas Cry (ANGELO et al, 2010)
além de participar na oxidacao de agUcares para a obtencdo de carbono.

O pH (potencial de hidrogénio) é outro fator importante para o processo de
producdo. Os valores de pH em torno da neutralidade (7-7,5) sé&o os mais adequados
para a absor¢do de nutrientes e desenvolvimento da maioria das bactérias, o que também
ocorre com o B. thuringiensis. As reacdes quimicas em sistemas vivos, Sao
extremamente sensiveis a mudanca na acidez ou alcalinidade do meio. Se a
concentracdo de acido (H+) ou base (OH-) é muito alta ou muito baixa as enzimas
mudam sua conformacdo, perdem atividade e ndo promovem de maneira eficiente as
reacdes quimicas dentro da célula.

A manutenc¢do do pH durante o processo fermentativo é possivel pela adi¢éo de
acido/base ou com a utilizacdo de solucdo tampdo. Porém ha controvérsias quanto a
utilizacdo deste método, alguns estudos apontam que as variacbes de pH podem
proporcionar melhorias na producéo, enquanto outros sugerem desvantagens (ICGEN;
OZCENGIZ, 2002).

Os nutrientes utilizados para a formulacdo do meio de cultura também s&o de
essencial importancia. As fontes a serem utilizadas na elaboracdo dos meios devem ser
conhecidas e suas quantidades devem ser equilibradas. Para B. thuringiensis os
macronutrientes exigidos pela bactéria sdo o carbono presente na maioria das

substancias que compdem as células e o nitrogénio componente de proteinas e acidos
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nucleicos, ambos fonte energética. Os micronutrientes sdo exigidos em menor
quantidade (Mn, Mg, Fe, Zn, dentre outros) e geralmente atuam como cofatores de
algumas enzimas.

Para a otimizacdo da metodologia de producdo de biopesticidas busca-se
constantemente um meio de cultura eficiente, que propicie os nutrientes necessarios para
0 crescimento bacteriano, tenha baixo custo de producéo e seja de facil preparo.

Apdbs o processo de producdo, a formulacdo e andlise da qualidade séo os

proximos passos antes da comercializacao deste produto.

2.6 Mercado de biopesticida

O plantio da soja convencional é ainda 0 maior consumidor de biopesticida a
base de B. thuringiensis, porém o aumento do plantio da soja transgénica Bt, acarretou
a diminuicdo no uso do biopesticida. Por outro lado, houve um aumento de 18% na
comercializacdo de produtos a base de virus, fungos, além de parasitoides e predadores.
H& uma grande expectativa no retorno do crescimento do mercado de biopesticida a
base de B. thuringiensis tanto pelo plantio de milho ndo transgénico para alimentagéo
humana, quanto pelo apelo social e ambiental visando a diminuicdo de residuos e
impactos ambientais gerados pela utilizagdo dos produtos quimicos.

H& uma expectativa de o valor global de pesticidas chegar a US$81,13 bilhdes
em 2020 com os pesticidas biolégicos podendo ter uma participacdo de 12,38% e
valores atingindo um patamar de US$10,05 bilhdes.

Atualmente, no mercado brasileiro, hd 14 produtos a base de B. thuringiensis
registrados para comercializacdo descritos no site do Agrofit/ MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento). O relatério do MAPA de fevereiro de 2015
mostra que foram utilizados no Brasil 1,1 milh&o de toneladas de produtos & base de B.
thuringiensis, sendo 22,13% de producédo nacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Avaliar a influéncia e custo da composicdo do meio de cultura na producdo de

biopesticida a base de Bacillus thuringiensis para o controle de pragas agricolas.

3.2 Especificos:

e Correlacionar os parametros fisico/quimicos durante o processo de fermentagéo.

e Selecionar 0 meio de cultura mais eficiente para o controle de Spodoptera
frugiperda, Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania, Chrysodeixis includens,
Anticarsia gemmatalis e Helicoverpa armigera.

e Correlacionar o perfil proteico com genes identificados.

e Avaliar o consumo de macro e micronutrientes totais pela bactéria durante

processo fermentativo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Escolha dos nutrientes dos meios de cultura

A determinagdo dos nutrientes utilizados na elaboragéo dos meios de cultura foi
feita apos busca pelos principais meios de cultura utilizados em trabalhos anteriores com
B. thuringiensis (Anexo I).

As fontes de macronutrientes e micronutrientes utilizadas para a producao de
quatro diferentes meios séo relatadas nas Tabelas 1 e 2 respectivamente.

Tabela 01 — Macro nutrientes mais utilizados em meios de cultura para crescimento de
Bacillus thuringiensis.

% DE CITACAO DO
MEDIA DE PESO NUTRIENTE NOS
(g/L) NUTRIENTE MEIOS DE CULTURA
14,86 Glucose 55
9,15 Extrato de levedura 50
3,00 Peptona 20
18,33 Melaco 15
28,33 Farelo soja 15
10,67 Caldo nutriente 15
30,67 Infusdo de milho 15
11,50 Dextrose 10
51,50 Amido de milho 10
10,00 Proflo (Traders Protein) 10
4,00 Extrato de carne 5
6,40 Sacarose 5
2,00 Peptona de soja 5
19,50 Caseina 5
30,00 Extrato de soja 5
10,00 Carne de porco em poé 5
4,00 Levedura hidrolisada 5
10,00 Extrato de batata 5
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Tabela 02 — Micronutrientes mais utilizados em meios de cultura para crescimento de
Bacillus thuringiensis.

% DE CITACAO DO
MEDIA DE PESO NUTRIENTE NOS MEIOS
(g/L) MICRONUTRIENTES DE CULTURA
0,88 MgSO0a4 90
0,18 MnSOg4 70
0,28 CaClz 55
2,97 KH2PO4 50
0,25 FeSO4 45
2,26 (NH34)2S04 40
2,76 K2HPOg4 40
0,08 ZnS0O4 30
4,00 CaCOs 15
5,00 NacCl 10
5,50 Acido casamino 10
0,04 CuSOg4 10
1,20 KCI 10
6,00 Tampado Fosfato 5
7,00 H3POg4 5
1,50 Na(NH4)PO4 5
0,02 FeCl, 5
2,00 Polipeptona 5
1,00 Ca(NOs), 5
1,00 MnCl; 5
0,02 Fez(S0a4)3 5

Apos andlise das tabelas foram definidos trés meios de culturas para realizagdo
dos testes e 1 meio de cultura padrdo. O meio de cultura 1, meio de cultura padrdo
utilizado foi o LB (Luria Bertani). O meio de cultura 2 contendo apenas as principais

fontes de carbono, nitrogénio e o micronutriente mais citado nos trabalhos anteriores.



29

Para elaboracdo do meio de cultura 3, foi utilizado um ponto de corte de 50%, ou seja,
foram utilizados os reagentes (macro e micronutrientes) que aparecerem em pelo menos
50% dos meios de culturas catalogados. Para o meio de cultura 4, foi utilizado um ponto
de corte de 25%, ou seja, foram utilizados reagentes (macro e micronutrientes) que
aparecerem em pelo menos 25% dos meios de culturas catalogados.

Segue composicdo dos meios de culturas utilizados:
Meio de cultura 01 Padrdo (LB): 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NacCl.
Meio de cultura 02 (macro e micronutrientes mais comuns): 1,49% glicose, 0,92%
extrato de levedura, 0,088% MgSQa.
Meio de cultura 03 (ponto de corte 50%): 1,49% glicose, 0,92% extrato de levedura,
0,09% MgSOs4, 0,02% MnSO4, 0,03% CaClz, 0,3% KH2PO..
Meio de cultura 04 (ponto de corte 25%): 1,49% glicose, 0,92% extrato de levedura,
0,09% MgSOs4, 0,02% MnSO4, 0,03% CaCly, 0,3% KH2PO4, 0,025% FeSO4, 0,023%
(NH4)S0Os4, 0,28% K>HPO4, 0,008% ZnSO4.

Para a fermentacdo foram preparados 3,750 litros de cada meio de cultura,

divididos em 3 repeticdes. Todos os meios de cultura tiveram os pH inicialmente

ajustados para 7,5 e posteriormente esterilizados em autoclave, a 121°C por 20 minutos.

4.2 Cepa de Bacillus thuringiensis utilizada

Foi utilizada a cepa 1641, pertencente ao banco de microrganismos da Embrapa
Milho e Sorgo. Trabalhos anteriores realizados no Laboratério de Controle
Bioldgico/CNPMS indicam ser uma cepa promissora para a producdo de biopesticida e

eficiente no combate a diversas pragas.

4.3 p-Exotoxina

Como descrito anteriormente a OMS recomenda que produtos comerciais a base
de B. thuringiensis sejam livres de B-exotoxina. Entdo faz-se necessaria uma analise
para deteccdo desta.

Pinheiro 2013, descreve uma metodologia para identificacdo de $-exotoxina.
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No trabalho realizado por Pinheiro 2013 € citada a utilizacdo da cepa 1641 para
averiguacdo da presenca ou auséncia de p-exotoxina. Apds os testes e analises ndo foi
detectada a presenca desta toxina. Sendo esta uma cepa adequada para utilizacdo na

producdo de biopesticida.

4.4 Pré inoculo

Uma aliquota de 10 pL da cultura bacteriana foi estriada em placa de petri
contendo meio LB + sais (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl, 0,3%
MgS0Os, 0,01%MnSQO4, 0,01%2ZnS04, 0,01% FeSO4) sélido. As placas foram mantidas
por 16 horas a 28°C. Ap0s este periodo a massa de célula foi raspada e adicionada a 250
ml de meio LB liquido. O pré inoculo liquido ficou sob agitacdo constate (200RPM) por
16 horas a 28°C em shaker.

Apos o crescimento foi realizada visualizagdo em microscopia de contraste de
fase e contagem de células/mL. Foi utilizado um volume de 5% v/v do pré inoculo ao

meio de cultura a ser testado na concentragdo de 1x10® esporos/mL.

4.5 CondicOes de crescimento da bactéria

O pré inoculo foi adicionado ao meio de cultura previamente esterilizado. Para
o0 crescimento da bactéria foram utilizados 3 erlenmeyer de 2 litros contendo 1,250 ml
para cada repeticéo, totalizando 3,750 litros por meio de cultura. Temperatura de 28°C,

sob agitacdo constante (200 RPM), sem controle de pH.

4.6 Parametros avaliados
Para realizacdo das analises as amostras foram coletadas em intervalos regulares

de 2 horas, até 60 horas. Sendo realizados os seguintes testes:
4.6.1 Leiturade pH
Em todas as amostras coletadas foram realizadas leituras de pH em pHmetro de

bancada devidamente calibrado.

4.6.2 Concentragdo de esporos
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Em todas as amostras coletadas foram realizadas contagem de esporos para
determinacgéo da concentracgdo de esporos/ml. A contagem foi realizada em microscopia

de contraste de fase, aumento de 40x, com auxilio da cAmara de Neubauer.

4.6.3 Densidade 6tica
Em todas as amostras coletadas foram realizadas leitura de densidade Otica a

600nm, em espectrofotdometro.

4.6.4 Massa celular

Nas amostras coletadas com 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56 e 60 horas ap6s o inicio da
fermentacdo foi realizada a quantificacdo da massa celular. Para esta analise foram
coletados 100 mL do fermentado (meio de cultura + células bacterianas) e ap0s
centrifugacdo a 10000g por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado, o pellet
liofilizado e utilizado para o célculo da massa celular, a qual foi expressa em g/L.

4.6.5 Efetividade no controle de lagartas

Nas amostras coletadas com 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56 e 60 horas ap6s o inicio da
fermentacdo foi realizado o teste de mortalidade contra lagartas de um dia de idade de
S. frugiperda, H. armigera, S. cosmioides, S. eridania, A. gemmatalis e C. includens.

Para S. frugiperda e H. armigera, pedacos de folhas de milho foram lavadas em
agua deionizada corrente, depois foram secas, cortadas, imersas no material fermentado
e oferecidas as lagartas provenientes de criacéo artificial. A folha de milho e as lagartas
foram colocadas em placas de petri vedadas para evitar fuga. Para evitar o ressecamento
das folhas, foi depositado no fundo da placa de petri uma solucdo de agar a 3%
previamente autoclavada, sendo disposta por cima do agar uma folha de papel filtro com
mesmo diametro da placa de petri.

Foram realizadas seis repeticbes com 15 lagartas cada. As lagartas ficaram
expostas a folha de milho inoculadas com o B. thuringiensis a 28°C, UR 50%, por 96
horas, quando foi realizada a avaliacdo da mortalidade.

Para lagartas de S. cosmioides, S. eridania, A. gemmatalis e C. includens foi
adotado o mesmo procedimento, poréem com folhas de soja.

Em todos os tratamentos foi utilizada testemunha, com a mesma quantidade de

insetos e repeti¢Oes, porém as folhas foram imersas apenas no meio de cultura.



32

Figura 06- Montagem de bioensaio e lagartas mortas com sintomatologia caracteristicas
de infeccédo por B. thuringiensis.

Esquerda: Imerséo de folha de milho em a4gua. Mesma metodologia utilizada para a inoculagdo
da solucéo contendo B. thuringiensis. Direita: Placa de petri contendo o papel filtro, folhas de
soja e lagartas (seta) utilizada para o bioensaio. Fonte: Do autor (2017).

4.6.6 Quantificacdo de macro e micronutriente
Para averiguacdo do consumo dos nutrientes pela bactéria amostras foram

coletadas e enviada para analise. Todas as amostras foram previamente centrifugadas a
5.000 RPM por 10 min e filtradas em filtro PPT-O, 22 um, com o intuito de remover a
massa de célula do meio a ser analisado.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Andlise Foliar/ CNPMS
para realizacdo das analises de micronutrientes e a quantificacdo de macronutrientes foi
realizada no Laboratério de Quimica dos Solos/CNPMS. Para a andlise de
micronutrientes foi utilizada a técnica de espectrometria de emissdo optica com plasma
(ICP/OES). Para quantificacdo de carbono foi utilizado o método de titulacdo apos
oxirreducdo por via Umida, adaptado de Walkley-Balck.

Como parametro de comparacao, logo apds a esterilizagdo do meio, antes do

inicio do processo fermentativo, foi coletada uma amostra e analisada.

4.6.7 Anélise de proteina
A extracdo de proteina total foi feita de acordo com Valicente e Lana (2008).
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Posteriormente foi realizada quantificacdo de proteinas pela metodologia de
Bradford, com leitura realizada no equipamento FLUOstar Omega (BMG LABTECH)
utilizando o software Omega - Control (BMG LABTECH) em microplaca “SBS
stardard 96”. Para analise dos resultados, foi utilizado o software Omega Data Analysis
(BMG LABTECH).

Para quantificacédo foi realizada uma curva padrdo com a utilizagéo de albumina
de soro bovina (BSA) nas concentracées de 1,4; 1,2; 1,0; 0,8; 0,5; 0,3; 0,1 e 0 mg/mL.

4.6.8 ldentificacdo de genes

O conhecimento dos genes inseticidas presentes em uma cepa de B. thuringiensis
é de suma importancia. Através da analise das sequéncias pode-se ter uma melhor
interpretacdo da analise das proteinas produzidas durante o processo de fermentacao.

Apos andlise de diversos trabalhos desenvolvidos no Laboratdrio de Controle
Bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo, para deteccdo de genes na cepa 1641, foi possivel
observar uma relacdo genes cry e VIP presentes.

Para deteccdo foi utilizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-

se primers especificos (dados ndo publicados) para deteccdo dos genes.

4.7 Analise de custos de producéo

O custo de producdo de um biopesticida envolve vérios fatores, como gasto com
equipamentos para fermentacdo, equipamentos e/ou reagentes para formulacdo, mao de
obra capacitada, aquisicdo ou pesquisa de uma cepa de B. thuringiensis eficiente para
determinado inseto-praga alvo, gastos com energia, construgcdo de galpéo para abrigo
do maquinario, além dos reagentes necessarios para a elaboracdo do meio de cultura
para o crescimento da bactéria, dentre outros.

O objetivo desta etapa, foi a realizacdo de uma andlise de custos apenas dos
reagentes necessarios para a producao de um meio de cultura com boas condigdes para
producdo de um biopesticida. Foi realizada uma busca em empresas que comercializam

0s reagentes e o célculo final extrapolado para uma fermentacgdo de 1.000 litros.

4.8 Criagao de insetos
Para se realizar os testes de eficiéncias da cepa de B. thuringiensis crescida em
diferentes meios de cultura, se faz necessario inicialmente a manutencéo da criacdo dos

insetos em laboratorio.



34

Para a criagdo destes insetos, é de fundamental importancia o preparo de dietas
artificiais que supram as necessidades nutricionais destes. Abaixo, nas tabelas 03 e 04,
segue a lista dos ingredientes necessarios para formulagédo da dieta e ap6s, 0 modo de
preparo. Para a criacdo de S. frugiperda, S. cosmioides e S. eridania foi utilizada a tabela
de ingredientes 03. Na tabela 04, segue a listagem dos ingredientes para formulacéo de

dieta para criacdo de H. armigera, A. gemmatalis, C. includens.

Tabela 03- Ingredientes para o preparo de dieta artificial de Spodoptera frugiperda, S.
cosmioides e S. eridania

Ingredientes sélidos ()

Feijdo (carioca) 333,00
Germe de trigo 158,40
Levedura de cerveja 101,40
Acido sorbico 10,20
Acido ascorbico 3,30
Metilparahidroxibenzoato (Nipagin®) 6,30
Agar 40,00
Ingredientes liquidos (ml)
Solucdo inibidora 8,30
Formaldeido 8,30
Agua 2800,00

(Volume de 3,7L de dieta para um recipiente de aluminio com dimensdes 27,5 x 39cm x 3,5
cm. Quantidade para alimentar 600 insetos.)
* Solugdo inibidora de fungos: Acido Propionico 41,8 %, Acido Fosforico 4,2 % e Agua 54 %.

Preparo: O feijao foi cozido em pressdao por 20 a 25 minutos. O &gar pesado
separadamente dos demais ingredientes e cozido em 1000 ml de agua em micro-ondas
por aproximadamente 8 minutos. Apds cozimento, o feijao foi batido junto ao &gar por
4 minutos em liquidificador industrial. Apos adicionou-se 0s demais ingredientes
solidos e 1800 ml de agua. Apds 4 minutos adicionou-se os ingredientes liquidos e bateu

por mais 2 minutos
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A dieta foi vertida em bandeja de aluminio previamente desinfetada. Apds
solidificacdo total a dieta foi cortada e armazenada em geladeira.

Tabela 04- Ingredientes para o preparo de dieta artificial de H. armigera, A. gemmatalis
e C. includens.

Ingredientes solidos (g)

Feijao branco 206,00
Germe de Trigo 164,00
Farelo de Soja 103,00
Leite em po 62,00
Levedura de Cerveja 25,70

Acido Ascorbico 9,80

Acido Soérbico 5,00

Metilparahidroxibenzoato

(Nipagin®) 1,00

Tetraciclina 0,40
Agar 35,00

Ingredientes liquidos (mL)

Solugéo Vitaminica 16,00

Formaldeido 10,00

Inibidor de Fungos* 5,00
Agua 2400,00

(VVolume de dieta para um recipiente de aluminio com dimensfes 27,5 x 39cm x 3,5 cm,
volume 3,7 L. Quantidade para alimentar 600 insetos.) )
* Solucdo inibidora de fungos: Acido Propidnico 41,8 %, Acido Fosférico 4,2 % e Agua 54 %.

Preparo: Para o preparo desta dieta, seguir a metodologia de preparo da dieta

anterior.

Para a criacdo de insetos, as lagartas recém-eclodidas foram repicadas em uma
quantidade de aproximadamente 100 individuos em copo plastico de 50,0 mL contendo
dieta artificial. Os copos foram fechados com tampas de acrilico e colocados em
suportes de isopor com furos apropriados. As lagartas ficaram nestes recipientes durante

uma semana até a individualizagdo, que também é feita em copo plastico de 50 mL.
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A individualizacdo e transferéncia para copos fazem-se necessarias em razao do
alto canibalismo de algumas espécies. Outras, apesar de ndo canibais, a individualizagdo
se faz necessaria para evitar a contaminacéo por fungos, devido ao excesso de fezes.

ApOs esta etapa, as lagartas foram mantidas no recipiente até fase de pupa e
posterior emergéncia dos adultos. Apds emergéncia, os adultos foram retirados e
colocados nas gaiolas contendo folhas de papel, onde ocorre a oviposi¢cdo. A
temperatura da sala de criagdo, durante todos os instares/fases dos insetos, 25°C (+ 2
°C).

O ciclo dos insetos em laboratdrio foi completado em aproximadamente 35 dias,
variando ente 30 e 40, dependendo da espécie e da temperatura da sala de criacéo.

4.9 Anélises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) dispostos em
fatorial com trés repeticdes. Os fatores foram os diferentes meios cultivados nos
diferentes tempos. Os resultados foram analisados utilizando o software estatistico R
(SILVA & AZEVEDO, 2016). Visto que os dados podem ou ndo demonstrar
distribuicbes conforme o modelo normal, foi necessério realizar a transformagdo dos
mesmos utilizando a formula (logX + 1), de forma a contornar eventuais pressupostos
de ndo normalidade. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada e as médias dos
tratamentos foram analisadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Quando os pressupostos de normalidade ndo foram conseguidos com a transformacéo
foram realizadas andlises de modelos mistos generalizados (GLM) e as médias
comparadas por contraste de modelos par a par.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Leitura de pH

E possivel observar na Figura 07 que na comparagao entre os 4 meios de cultura,
apos 8 horas de fermentagdo, ocorre um declinio no pH, sendo que para 0os meios de
cultura 3 e 4 este declinio continua até as 12 horas de fermentacdo. Apos este periodo
h& uma tendéncia de o pH aumentar novamente, tendendo-se a neutralidade. Apds 40
horas o pH tem um aumento de leitura tornando-se levemente basico, exceto para 0 meio

de cultura 2.

Figura 07- pH de 4 meios de cultura usados para crescimento de Bacillus thuringiensis
ao longo do tempo de cultivo.
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O meio de cultura 1 teve uma variacdo de pH entre 6,37 e 8,75, nos tempos de
16 e 60 horas de fermentacéo, respectivamente. O meio de cultura 2 teve o pH minimo
de 4,60 com 30 horas de fermentacdo e maximo de 6,64 com 60 horas. Os meios de
cultura 3 e 4 tiveram uma variagdo de 5,09 a 6,95 e de 5,2 a 6,80 respectivamente nos

tempos de 24 e 60 horas de fermentagéo.
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Alguns trabalhos sugerem que o pH durante o processo fermentativo seja
mantido com a adi¢do de &cido ou base, quando necessario ou com a adi¢do de uma
solucdo tampdo no inicio da fermentacdo. Icgen et al 2002, relatam que a faixa ideal
para crescimento durante a producédo do B thuringiensis € de 5,5 a 6,5 e que esta faixa
de pH n&o alterou a producéo de proteinas. Smith 1982 relatou que a tamponizacdo do
meio de cultura para manutencdo do pH entre 5,7 e 8,1 ndo interfere na producédo de
proteinas e que a variacdo do pH entre 6,5 e 8,0 ndo afeta significativamente a producéo
de proteinas.

Saksinchai et al 2001 relatam que nas primeiras 10 horas de fermentacao houve
uma queda no pH em diferentes meios analisados para 5,5, tendo como partida pH 7,2.
Apds este periodo tem-se um leve aumento no pH e em seguida estabilizacéo.

Resultados obtidos por Valicente e Mourdo 2008, Morris et al 1996 e Surampalli
et al 2002 corroboram com os resultados obtidos neste trabalho. No geral, nas primeiras
horas de fermentacdo ocorre uma queda no pH e apds ocorre um leve aumento tendendo-
se a basicidade.

Hanson et al 1963 e I¢cgen et al 2002 descrevem que a queda brusca de pH nas
primeiras horas de fermentacéo se deve a liberacdo de &cido acético e acidos organicos
proveniente do crescimento do B. thuringiensis porem em seguida, devido ao consumo

destes pelo B. thuringiensis ocorre o0 aumento do pH.
5.2 Concentracdo de esporos
Na avaliacdo da concentracdo de esporos/ml, foi possivel observar que 0s meios

de cultura 2, 3 e 4 sdo significativamente superiores ao meio de cultura 1, como

observado na Figura 08.
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Figura 08- Médias de concentracdo de esporos/ml para 4 meios de cultura utilizados
para crescimento de Bacillus thuringiensis durante 60 horas de fermentacéo.
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Ap0s 48 de fermentacao foi possivel observar a maior concentragdo de 8,92x10°8
esporos/mL no meio de cultura 3 em comparacao aos demais meios. No meio de cultura
2 foi observado com 28 horas de fermentagdo 7,27x108 esporos/mL e no meio de cultura
4, com 58 horas de fermentacéo 6,94x102 esporos/mL. O meio de cultura 1 apresentou
0 seu maior pico de producdo de esporos 5,43x108 esporos/mL, apés 52 horas de

fermentagdo, como observado na Figura 09.
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Figura 09- Concentracdo de esporos/mL dos 4 meios de culturas usados para
crescimento de Bacillus thuringiensis ao longo do tempo de cultivo.
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Salama et al 1981, em testes com diferentes meios de cultura, relatam que a
adicdo dos micronutrientes CaCOs, 0,2%; MgSOa, O, 0,03%; MnSOs, H, O, 0,002%;
FeSO4, 0,002% e ZnSO4, 0,002% na composicdo dos meios de cultura, elevou a
concentracio média final de 2,1x10% esporos/mL para 4,9x10® esporos/mL, apds
crescimento entre 3 e 4 dias. Estes dados corroboram com os resultados encontrados em
que os meios de cultura que tiveram adi¢do de todos ou parte destes micronutrientes
houve aumento médio de duas vezes na concentracdo de esporos/mL ap6s 60 horas de

fermentacao.

5.3 Densidade 6tica

A densidade Otica é um indicativo do crescimento bacteriano. Na Figura 10 é
possivel observar que no inicio do processo fermentativo as leituras de densidade Gtica
séo inferiores, 0 que indica um menor crescimento, com uma tendéncia de crescimento
de leitura no decorrer do tempo. Ap0s 24 horas de crescimento as leituras de absorbancia

tendem a se estabilizar tornando-se estatisticamente iguais para todos 0s meios, exceto
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para 0 meio de cultura 4 que tem um crescimento acentuado nas primeiras 6 horas de
fermentacdo e apos este periodo é possivel observar uma estabilizacéo.

Resultados encontrados por Icgen et al 2002 em testes com diferentes fontes de
carbono e nitrogénio sugerem uma tendéncia comum a todos os meios testados, onde
ocorre um crescimento acentuado na leitura de densidade Otica, ou seja, aumento na
absorbancia, nas primeiras 6 horas de crescimento, apds este periodo é observada uma
estabilizacdo. O que também é relatado por Pootathi e Kumar 2003 no qual é observado
um crescimento linear nas primeiras 18 horas de cultivo ocorrendo a estabilizacdo de

leitura ap0s este periodo.

Figura 10- Densidade 6tica dos 4 meios de culturas usados para crescimento de Bacillus
thuringiensis.
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A maior leitura, 1,374 foi observada no meio de cultura 1 apds 50 horas de
crescimento. No meio de cultura 2 foi observada uma absorbancia 1,301, apds 58 horas.
Para os meios 3 e 4 a maior absorbancia foi detectada ap6s 60 horas de crescimento com
1,067 e 0,497 respectivamente. Porem de maneira geral, como observado na Figura 11,
0 meio de cultura 2 apresentou maiores leituras de absorbancia, sendo estatisticamente

superior aos demais.
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Figura 11- Médias de densidade ética a 600nm, para os 4 diferentes meios de cultura
utilizados para crescimento de Bacillus thuringiensis.
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Icgen et al 2002 estudaram a interferéncia dos micronutrientes Cu, Zn, Ca, Mn
e Mg na producdo de proteinas, medidas indiretamente pelos valores de densidade ética.
Como resultado parcial do experimento, observaram que a leitura da densidade Otica
nédo foi influenciada pela adicdo destes nutrientes o que corrobora com os resultados

encontrados neste trabalho.

5.4 Massa celular

A Figura 12 mostra uma tendéncia de crescimento para a massa celular com o
passar do tempo de fermentacdo, sendo que apos 60 horas de crescimento observa-se
uma maior massa celular, o que também é apresentado por Joua et al 1997 e Angelo et
al 2002.
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Figura 12- Médias da massa celular nos diferentes tempos de fermentacdo de Bacillus
thuringiensis.
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Valicente e Mourédo 2008 relatam uma flutuacdo na quantidade de massa celular
ao longo do tempo de cultivo, ndo sendo possivel observar um padrdo de crescimento.
Joua et al 1997 e Angelo et 2002 mostram resultados que com o passar do tempo de
fermentacao, a tendéncia € de aumento na producao de massa celular.

Angelo et al 2012 descrevem que o incremento em 10 vezes dos sais MgSOea.
KH2PO4, K2HPO4, MnSO4, CaClz e (NH4)2SO4 levou a um aumento na producgdo de
massa celular, elevando a producéo de 1,7 g/L para 2,7 g/L na producéo total de massa,
independente das variacdes das quantidades das fontes de carbono e nitrogénio. O que
contradiz o resultado encontrado neste trabalho em que o incremento do micronutrientes

afetou negativamente a producgédo da massa celular, como mostrado na Figura 13.
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Figura 13- Medias da massa celular dos quatros meios de cultura utilizados para
crescimento de Bacillus thuringiensis.

Massa celular

1,80 a

0,90

Massa celular (g/L)

0,60

0,30

1 2 3 4
Meio de cultura

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O meio de cultura 2 apresentou a maior massa celular observada ap6s 60 horas
de fermentacdo, massa de 1,67 g/L, diferenciando estatisticamente dos outros meios. O
meio 1 apresentou massa celular de 1,42 g/L ap6s 32 horas de fermentacdo. Os meios
de cultura 3 e 4 apresentaram ap6s 60 horas de fermentacdo, massa celular de 0,67 g/L

e 1,13 g/L, respectivamente.

5.5 Efetividade no controle de lagartas

A efetividade contra as pragas-alvo deste estudo € um dos principais parametros
aser avaliado. Foi possivel observar uma correlacdo entre a concentragdo de esporos/mL
e a efetividade contra lagartas. De modo geral, € possivel observar uma correlacdo
positiva, na qual, com o passar do tempo de fermentacdo, aumenta-se a concentracao de

esporos/mL e a efetividade contra as lagartas.

» Spodoptera frugiperda
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Em teste realizado com S. frugiperda € possivel observar que o meio de cultura
1 apresenta maior eficiéncia, independentemente do tempo de crescimento, sendo
estatisticamente superior aos demais. Porem apds 60 horas de fermentacdo o meio de
cultura 4, apresenta uma mortalidade acima de 90% para esta praga, como pode ser

observado na Figura 14.

Figura 14- Mortalidade de Spodoptera frugiperda utilizando diferentes meios de cultura
para crescimento de Bacillus thuringiensis.
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A eficiéncia de 100% foi obtida com a utilizacdo do meio de cultura 1, apés 32
horas de fermentacdo. O meio de cultura 2 apresentou eficiéncia de 66,67%, apds 48
horas e 0 meio de cultura 3 apds 32 horas de crescimento foi possivel observar 80% de
eficiéncia.

Diversos trabalhos relatam a eficiéncia de B. thuringiensis contra larvas de S.
frugiperda (VALICENTE e BARRETO, 2003; SILVA et al, 2004; VALICENTE et al,
2010; SUMERFORD e SOLOMON, 2000; ASHFAQ et al, 2001). Valicente e Fonseca
2004, relatam que B. thuringiensis var. tolworthi (isolado T09) causou mortalidade de
95,8% em S. frugiperda. Hernandez 1988 relata mortalidade de 100% em teste realizado
com duas concentragdes diferentes de B. thuringiensis. Estes dados corroboram com o0s

dados encontrados, para os meios de culturas 3 e 4, quanto a eficiéncia de B.
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thuringiensis contra larvas de S. frugiperda, os quais apresentaram eficiéncia superior a
90%.

» Helicoverpa armigera

A fermentacéo utilizando o meio de cultura 1 mostra-se a mais promissora para
a utilizacdo visando o controle de H. armigera, mostrando-se estatisticamente superior
e com eficiéncia de 100% de mortalidade ap6s 60 horas de fermentacdo. Os demais
meios de cultura, apesar de apresentarem um aumento na mortalidade de H. armigera
com o passar do tempo de fermentacéo, foi possivel observar uma mortalidade maxima
de 75,56%, com a utilizacdo do meio de cultura 4, ap6s 60 horas de fermentacao.
Trabalhos que testam a eficiéncia de B. thuringiensis contra H. armigera sdo recentes.
Barbosa 2017 relata que em teste com 50 diferentes cepas, uma mostrou alta eficiéncia
(95,60%) contra larvas de H. armigera.

Figura 15- Mortalidade de Helicoverpa armigera utilizando diferentes meios de cultura
para crescimento de Bacillus thuringiensis.
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» Spodoptera eridanea

A fermentacéo utilizando o meio de cultura 1 mostrou a maior eficiéncia para o
controle de S. eridanea. Apds 32 horas de fermentacdo foi possivel observar uma
elevada taxa de mortalidade, acima de 98,89%, que se manteve com até 60 horas. Este

meio mostra-se superior também estatisticamente aos demais.

Figura 16- Mortalidade de Spodoptera eridanea utilizando diferentes meios de cultura
para crescimento de Bacillus thuringiensis.
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Apbs 60 horas de crescimento foi possivel observar elevadas mortalidades com
a utilizacdo dos meios 3 e 4, chegando a 91,11% e 97,78% de -eficiéncia,
respectivamente. Com a utilizagcdo do meio de cultura 2 a maior mortalidade obtida, 60
horas de crescimento, chegou a 76,67% de eficiéncia para o controle desta praga.

» Spodoptera cosmioides

Como é possivel observar na Figura 17 o meio de cultura 1 mostra-se superior
quando comparado aos demais. Com 24 horas de crescimento é observada uma
eficiéncia de 97,78%. Apo6s, hd um decréscimo na eficiéncia deste meio de cultura,
contudo apos 48 horas até o final do processo fermentativo é observada uma eficiéncia

superior a 95,56%.
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Figura 17- Mortalidade de Spodoptera cosmioides utilizando diferentes meios de cultura
para crescimento de Bacillus thuringiensis.
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Quanto a eficiéncia dos meios de cultura para o controle de S. cosmioides, ocorre
certa variacdo ao longo do periodo de crescimento. No meio de cultura 2 foi observada
maior eficiéncia de controle com 56 horas de crescimento, 92,22%. Com a utilizagdo
dos meios de cultura 3 e 4 foi observada uma eficiéncia de 90%, ap6s 60 horas de

crescimento.

» Anticarsia gemmatalis

A fermentacdo utilizando os meios de cultura 1 e 4 mostraram-se promissores
para 0 controle de A. gemmatalis, sendo estatisticamente iguais, alcancando
mortalidades superiores a 93,33% durante todo o periodo de cultivo.

Contudo, apds 56 horas de fermentacdo todos os meios de cultura testados apresentam

eficiéncia para o controle de A. gemmatalis acima de 87,78%.
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Figura 18- Mortalidade de Anticarsia gemmatalis utilizando diferentes meios de cultura
para crescimento de Bacillus thuringiensis.
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» Chrysodeixis includens

A fermentacdo utilizando o meio de cultura 1 mostra-se superior aos demais
meios quanto a eficiéncia de controle de C. includens. Durante todo 0 processo
fermentativo é possivel observar mortalidade superiores a 91,11%.

Apds 60 horas de fermentacdo os meios de cultura 3 e 4, apresentam eficiéncia
superior a 90%, igualando-se ao meio de cultura 1. O meio de cultura 2 apresenta maior

eficiéncia ap0s 48 horas de fermentacéo, com eficiéncia de 80%.
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Figura 19- Mortalidade de Chrysodeixis includens utilizando diferentes meios de cultura
para crescimento de Bacillus thuringiensis.
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5.6 Quantificacdo de macro e micronutriente

Na anélise realizada para comparacao entre os diferentes tempos de fermentacéo,
ndo houve diferenca estatistica para a quantificacdo de carbono nas amostras. O que nao
corrobora com os resultados encontrados em outros trabalhos, os quais relatam o
consumo de carbono ao longo do tempo de fermentacao

O meio de cultura 1 obteve maior concentracdo inicial de carbono, 1,947 mg/ml,
dentre os meios testados, sendo estatisticamente superior aos demais meios de cultura.

Farrera et al. 1998 e Rosa et al. 1990 relatam que o consumo de carbono €
constante ao longo do crescimento de B. thuringiensis. Contudo como podemos
observar na Tabela 5, ndo foi possivel observar esta tendéncia de consumo de carbono
ao longo do tempo de fermentacao.
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Tabela 05- Concentracdo de carbono (mg/mL) em quatro diferentes meios de cultura
utilizados para crescimento de Bacillus thuringiensis.

Concentracdo de Carbono (mg/mL)
Tempo de

fermentacao Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4

0 horas 1,947 a 1,463 a 1,557 a 1533 a
30 horas 2,676 a 1,197 a 0,980 a 1,167 a
60 horas 2,550 a 1,217 a 2,170 a 1,380 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Farrera et al 1998 testaram diferentes relacbes C:N para producdo de B.
thuringiensis variando a relacdo de 3:1 a 11:1. A maxima producdo de esporos/mL foi
alcancada na relagdo 7:1, com aproximadamente 34 horas de fermentacdo. Relatam
também que apo6s 10 horas de fermentacdo, a concentracdo de glicose (carbono) reduz
drasticamente e que apds 30 horas de fermentacdo o residual para a relagdo 7:1 é
praticamente zerada. Sendo que as concentracdes de nitrogénio variam ao longo do
tempo, porém ndo ocorre a consumacao total deste nutriente.

Jaoua et al 1997 sugerem uma relacdo adequada de C:N entre 5 e 7 para 1.
Mostrando que o meio de cultura com uma variacdo de 5 a 7 unidades de carbono para
uma de nitrogénio apresenta melhores resultados para producéo de B. thuringiensis.

Rossa et al 1990, comparam diferentes relacdes C:N, com relacdo C:N acrescida
de 1 g/L de (NH4)2SO4. Descrevem que com as quantidades de 10g/L de glicose e 10g/L
de extrato de soja (relacdo 1:1) houve producédo de 2,71 g/L. Com a adicdo de
(NH4)2S04, houve um incremento de 0,34 g/L na produtividade de biomassa, mantendo
a relacdo de 1:1, aumentando também a producdo de delta-endotoxina (g/L).

Rossa et al 1990 relatam que o aumento da concentracdo de extrato de levedura
de 1,84 g/L para 2,6 g/L ou 3,0 g/L ou 4,0 g/L, no qual houve a manutencdo da
concentragéo de glicose (6g/L) ndo acarretou em um incremento na producao de delta-
endotoxina.

A quantificacdo dos micronutrientes em um meio de cultura e seu consumo
durante o processo fermentativo podem auxiliar na interpretacédo da real necessidade de

cada cepa de B. thuringiensis e suas exigéncias nutricionais.



52

Icgen et al 2002 descrevem que o Ca € um fator que estimula a esporulacéo e
como observado na tabela 6, este micronutriente é consumido pela bactéria no meio de
cultura 1, porem nos demais meios, apesar de estar presente, nao foi possivel observar
um padrdo de consumo deste ao longo do tempo. Quando levado em consideracéo este
micronutriente é possivel observar que os meios de cultura 3 e 4 que apresentam maiores

quantidade de Ca e apresentaram tambeém maiores concentracdes de esporos/mL.

Tabela 06- Consumo de micronutrientes pelo Bacillus thuringiensis apés 0, 30 e 60
horas de fermentacéo.

Horas de

P K Ca Mg S Fe Mn Zn
fermenta-
o (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Meio Oh 162,73¢c 267,83 d 8,60 b 12,46b  14407c 047D 0,36 ab 0,82 bc
30h 129,67¢c  240,60d 7,94 b 910b  126,77¢c 034D 0,30 ab 0,77 bc
1 60h 140,60c 265,27 d 1,33b 247b  12750c 040D 0,05 ab 0,57 bc
Meio Oh 139,33d  484,50¢ 3,15b 9257a  187,37b  0,40b 0,52 b 1,36 b
30h 100,52d 453,27 ¢ 514 b 88,57a  178,63b  0,39b 0,12b 1,06 b
2 60h 83,29 d 481,87 ¢ 351b 6754a  177,93b  0,27b 0,09 b 091b
Meio Oh 768,83b  1626,00b  2543a  6786a  201,5b 0,10 b 21,58 a 0,28 ¢
30h 78573b  1520,00b  6484a  8214a  1857h 0,28 b 61,08 a 0,95¢
3 60h 630,40b  1336,33b 325a 50,69a  162,07b  0,09b 11,59 a 027¢
Meio Oh 1144,00a 2717,33a  14,06a  54,13a 803,27a  4,66a 8,28 ab 2,61a
4 30h 119567a 2606,33a  5743a  849la 791,60a  7,19a  48,66ab 9,54 a

60h 1033,30a  2429,00 a 40,54 a 57,09 a 714,13 a 171a 19,04 ab 2,85a

Medias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O aumento da quantidade de Mn no meio de cultura estimula o crescimento de
B. thuringiensis. Porém como citado por I¢gen et al 2002, apenas tragos de Mn, tem
efeito benéfico para o crescimento de B. thuringiensis. Como pode ser observado,
quando ha um aumento na quantidade de Mn no meio de cultura, ocorre 0 aumento na
producdo de B. thuringiensis, porém ocorre uma diminuicdo na eficiéncia da bactéria no
controle de pragas. Iggen et al 2002 relatam que a concentracdo ideal de Mn no meio de
cultura seja de 0,3 mg/L, o que corrobora com os dados obtidos.

Ennouri 2015 relatam que os compostos FeSOs, MgSOs e MnSO4 afetam
indiretamente a producdo de d-endotoxina. Mas que € de grande relevancia, a auséncia

do manganés (Mn) no meio reduz a capacidade da sintese de 6-endotoxina.
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Sikdar et al 1991 relatam que os niveis 6timos para producéo de delta endotoxina
séo de 1 g/L e 0,3g/L de KoHPO4 e MgSO4 respectivamente. Como observado no meio
de cultura 3, foi utilizado 1,6 g/L de KoHPO4, sendo este 0 meio de cultura que

apresentou maior concentracdo de esporos/mL.

5.7 Analise de proteina

Como néo foi realizada a quantificacdo e padronizacéo inicial das proteinas, ndo
é possivel obter uma analise mais aprofundada dos resultados do perfil proteico e
consequentemente, a producdo de proteina. Porém, hd um indicativo de que hd uma
variacdo na producdo de proteina em funcdo do tempo de cultivo e do meio de cultura.
Foram produzidas bandas proteicas de peso molecular variando de 20 a 70 kDa, na
figura 21.

Para estimativa da producédo de proteina, foi gerada uma curva padrdo (Figura

20) baseada na concentracdo de BSA.

Figura 20- Curva padrdao BSA na concentracdo de 0 a 1,4 mg/mL.
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Com base na equacéo da reta da curva padréo foi determinada a concentracdo de
proteinas totais das amostras coletadas com 24, 48 e 56 horas de fermentacdo nos

diferentes meios de cultura.
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Tabela 7- Quantificacdo de proteinas totais de Bacillus thuringiensis em quatro meios
de cultura com 24, 48 e 56 horas de fermentagé&o.

Meios de Concentragao de
cultura/Tempo de proteina total
fermentagao (horas) (mg/mL)
Meio 1 - 24 1,320
Meio 2 - 24 0,472
Meio 3 - 24 0,078
Meio 4 - 24 0,235
Meio 1-48 2,198
Meio 2 - 48 0,131
Meio 3 - 48 0,066
Meio 4 - 48 0,045
Meio 1 - 56 2,277
Meio 2 - 56 0,083
Meio 3 - 56 0,025
Meio 4 - 56 0,053

No meio de cultura 1 independentemente do tempo de fermentacao (24, 48 ou
56 horas) ocorre a presenca de bandas com os pesos moleculares de 20 kDa, 40 kDa, 46
kDa, 54 kDa, 62 kDa e 70 kDa, 0 que ndo ocorre nos demais meios de cultura.

Bandas de 62 kDa e 70 kDa estdo presentes com 24, 48 e 56 horas de
fermentacdo em todos os meios de cultura, sendo mais intensas no meio de cultura 1.

Com 24 horas de fermentacdo é possivel observar que o padrdo de bandas
proteicas se repete nos 4 meios de culturas, tendo 0 meio de cultura 1 bandas de maior

intensidade.
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Figura 21- Padrdo de proteinas totais da cepa 1641 em quatro diferentes meios de
cultura, coletadas com 24, 48 e 56 horas de fermentacéo.

(M1) — meio de cultura 1. (M2) — meio de cultura 2. (M3) — meio de cultura 3. (M4) — meio de
cultura 4. (MM) — Marcador molecular SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard. Fonte: Do autor
(2017).

Os genes cry codificam proteinas com uma gama de massas moleculares,
geralmente variando de 20 a 140 kDa. Ap6s a ingestdo pelo alvo suscetivel, as
protoxinas sdo solubilizadas e processadas proteoliticamente para liberar o fragmento
toxico (BRAVO, 1997).

Com o conhecimento dos pesos moleculares das proteinas é possivel obter um
indicativo do gene responsavel pela producdo da proteina. A proteina cry3A tem peso
molecular de 70 kDa (BRAVO0,1997). Proteinas com peso molecular de 72 kDa e 78
kDa sdo geralmente transcritas por genes cry4D e cry 4C, respectivamente (HOFTE e
WHITELEY, 1989). Os genes cry2A, cry2B, cry 11 podem gerar proteinas de mesmo
peso molecular, 73 kDa. (HOFTE e WHITELEY, 1989; IBRAHIM et al 2010).

Foi possivel observar a presenca de bandas com peso molecular correspondente
a proteinas VIP’s. Apesar do processo de purificacdo de proteinas conter etapas de
centrifugacdo, o que propicia a concentracdo de proteinas cry em detrimento as proteinas
VIP, é possivel que estas possam ser detectadas.

A proteina VIP2 constitui uma toxina binaria, juntamente com a proteina VIPL.
O gene vip2 é transcrito a partir de um operon de ~ 4-kb e codifica proteina de ~ 50-
kDa. (PALMA et al 2014). Peso molecular similar, foi observado na analise do gel de
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SDS-PAGE. Observou-se também uma banda de peso molecular com aproximadamente
66 kDa que pode ser correspondente a proteina codificada pelo gene vip3. (PALMA et
al. 2014).

A expressdo de uma proteina de 20 kDa foi relatada por Hofte e Whiteley, 1989
e € descrita como um peptideo que possivelmente esta envolvido na protecdo de CytA
da degradacdo e aparentemente € transcrito como parte do operon que contém cry4D.

5.8 Identificacdo de genes
Apos analises dos dados realizados em trabalhos anteriores com a cepa 1641, foi
possivel observar uma constante repeticdo da presenca de sete genes cry e dois genes

vip.

Tabela 08- Lista dos genes encontrados na cepa 1641.
Gene

cry 1A
cry 1B
cry 1D
cry 1E
cry 1G
cry 1l
cry 2A
VIP 1
VIP3

Kees van Frankenhuyzen 2009 apresenta uma relacdo de alguns genes de B.
thuringiensis (cry, VIP e Cyt) e sua efetividade contra insetos das ordens Coleoptera,
Collembola, Diptera, Hemiptera, Lepiddptera, dentre outros, assim como espécies
pertencentes a estas ordens. Apos analise e compilacdo dos dados, foi possivel
correlacionar os dados descritos com 0s genes presentes na cepa 1641.

Na correlacdo a nivel de ordem, € possivel observar, que os genes encontrados
na cepa estudada, podem ser eficientes para o controle de dipteros (crylA, crylB e
cry2A), coledpteros (crylB, cryll e VIP1), hemipteros (cry2A) e lepidopteros (crylA,
crylB, crylD, crylE, cryll, cry 2A e VIP3).
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5.9 Analise de custo

O custo de producdo de um biopesticida é um fator determinante em uma
industria. As empresas geralmente buscam um meio de cultura barato, de facil
manipulacdo, pratico, que possibilite uma alta producdo de proteina ativa e com bom
custo/beneficio.

Ap0ds busca de valores dos reagentes foi possivel obter uma relacéo de valor para
cada meio de cultura. Na Tabela 09 sdo apresentados 0s meios de cultura e o respectivo

custo para elaboracgdo de 1.000 litros destes.

Tabela 09- Valor total dos reagentes para preparo de 1.000 litros de meio de cultura
para crescimento de Bacillus thuringiensis.

) Valor (R$)
Quantidade
_ . reagentes para
Meio de necessaria para 5
Reagente Valor (R$) / Kg y producdo que
cultura producéo de 1.000 ]
_ 1.000 litros de
litros (KQ) )
meio de cultura
1* Comercial 646,00 13,00 8.398,00
1** Triptona 632,80 10,00 10.266,50
Extrato de levedura 678,00 5,00
NaCl 109,70 5,00
2 Glicose 8,50 14,86 6.396,89
Extrato de levedura 678,00 9,15
MgSO4 76,00 0,88
3 Glicose 8,50 14,86 6.941,35
Extrato de levedura 678,00 9,15
MgSQO4 76,00 0,88
MnSQOg4 11,90 0,18
CaCl, 70,00 0,28
KH2PO4 176,00 2,97
4 Glicose 8,50 14.86 7.282,70
Extrato de levedura 678,00 9,15
MgSO4 76,00 0,88
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MnSO, 11,90 0,18
CaCl; 70,00 0,28
KHPO4 176,00 2,97
FeSO4 50,00 0,25
(NH,)SO4 64,00 2,26
K2HPO, 63,24 2,76
ZnSO4 120,80 0,08

*Meio de cultura LB comercial; **Meio de cultura LB preparado em laboratério.

Como podemos observar o meio de cultura 2 € 0 meio mais barato apresentando
um menor custo de producéo, sendo o meio 1 o meio de cultura mais caro. Porem outros
fatores devem ser levados em consideracéo para a escolha do meio de cultura.

As tabelas 10 e 11 apresentam um resumo de todos os valores maximos dos
dados obtidos neste trabalho sendo possivel a realizacdo de uma andlise mais detalhada
para a escolha do meio de cultura.

Tabela 10- Custo de producdo, massa celular, concentracdo de esporos observados
durante o crescimento de Bacillus thuringiensis.

Meio de Custo Massa Concentracéo
cultura (R$)  Celular (g/L)  (esp/mL)
1** 10.266,50 1,42 5,43x108
2 6.396,89 1,67 7,27x108
3 6.941,35 0,67 8,92x108
4 7.282,70 1,13 6,94x108
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Tabela 11- Mortalidade de Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera, Spodoptera
eridanea, Spodoptera cosmioides, Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis
includens obtida em quatro diferentes meios de cultura usados para
crescimento de Bacillus thuringiensis.

_ Mortalidade (%)
Meio de
S. H. S. S. A. C.
cultura ) _ _ o o
frugiperda armigera eridanea cosmioides gemmatalis includens
1** 100,00 100,00 98,89 97,78 100,00 100,00
2 66,67 74,44 76,67 92,22 93,33 80,00
3 80,00 75,56 91,11 90,00 97,76 90,00
4 90,00 75,56 97,78 90,00 100,00 97,78

Para avaliacdo da eficiéncia de um meio de cultura alguns parametros sdo de
grande importancia. A eficiéncia para o controle de lagartas e a producdo de proteinas
podem ser destacados como os principais fatores a serem analisados. Porem quando se
trata da formulacdo a concentracdo de esporos/mL e a produgdo de massa celular
também deve ser analisada. A densidade Otica e o pH servem como suporte de analise
para a escolha de um meio de cultura.

Contudo o carater econdémico/custo da composi¢do de um meio de cultura muitas
vezes é um fator determinante para uma inddstria. Analisando apenas os dados
apresentados na tabela 08, podemos observar que o meio de cultura mais viavel
economicamente é 0 meio 2, sendo 0 meio 1 0 meio de cultura mais caro.

Levando em consideracdo os demais parametros contidos nas tabelas 09 e 10, o
meio de cultura 1, apesar de apresentar a constituicdo mais cara e uma baixa produgédo
de esporos/mL em relacdo aos demais apresenta a maior eficiéncia de mortalidade
contra as lagartas testadas, mostrando-se o meio de cultura ideal a ser utilizado em um
processo industrial de producdo de B. thuringiensis.

Quando comparado 0s meios de cultura ha uma relagdo em que o meio de cultura
que possui maior variedade de micronutrientes tem maior tendéncia de ser um meio de
cultura mais produtivo, porém nem sempre mais efetivo para o controle das pragas

testadas neste trabalho.
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6 CONCLUSAO

A constituicdo do meio de cultura afeta diretamente na producéo e efetividade de
Bacillus thuringiensis.

O meio de cultura 1, mesmo apresentando um custo mais elevado de producdo, é o mais
indicado para o desenvolvimento de um meio de cultivo para o crescimento de Bacillus
thuringiensis devido a capacidade de propiciar uma alta efetividade contra os insetos

praga estudados.
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Golberg et al 1980

Jouzani et al 2015

Quantidade
(g/L) Reagente
2,00 (NH4)2SO,
0,001 CuSOq4
20,00 Extrato de levedura
0,01 FeSO4
1,00 K2HPO,
0,78 KH2PO,
20,00 Melaco
0,30 MgSOs
0,015 MnSO,

Quantidade
(g/L) Reagente
4,50 Extrato de levedura
3,00 (NH4)2SO4
0,036 CaCl
0,075 CuSOq
0,0135 FeSO4
30,00 Glicose
7,00 H2PO4
5,00 Infusdo de milho liquida
2,00 MgSO,
0,04 MnSQO4
2,00 Peptona de soja
0,075 ZnS04

Holmberg et al 1980

Faloci M. M 1990

Quantidade

(o/L) Reagente
0,05 CaCl
0,01 FeSO4
5,00 KoHPO,
5,00 KH2PO,

0-40 Melaco
0,05 MgSOq
0,03 MnSO,
1,50 Na(NHz)PO,
20-60 Farelo soja

Quantidade
(/L) Reagente
1,00 (NH4)2SO4
4,00 Acido casamino
4,00 Bacto peptona
0,08 CaCl;
4,00 Extrato de carne
8,00 Glucose
3,00 K2HPO,
3,00 KH,PO,
0,20 MgSO4
0,05 MnSO4
4,00 Peptona
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Wakisaka et al 1982 Cintia Panarotto 2006
Quantidade Quantidade

(g/L) Reagente (g/L) Reagente
10,00 CaCOs 3,00 (NH4)2SO,
10,00 Carne de porco em pé 0,12 CaCl,
10,00 Extrato de batata 12,00 Extrato de levedura
15,00 Farelo de soja 20,00 Glicose
0,02 FeCl, 1,50 K2HPO,
5,00 Glicose 1,50 KH2PO,4
0,30 MgSOq4 1,50 MgSOq
2,00 Polipetona 0,09 MnSQO;,
0,2 ZnS04

Angelo E A et al 2012

Lecadet et al 1980
Quantidade Quantidade

(g/L) Reagente (g/L) Reagente
0,10 (NH4)2SO4 7.00 Acido casamino
0,04 C§C|z 0,018 CaCl,
4,50 Glicose 0,02 Fe2(SO0a4)s
0,10 K2HPO, 3,00 Glicose
0,10 KHzEOA | 6,80 KH-PO4
4,00 Levedura hidrolisada 012 MgSO,
0,10 MgSO. 0,002 MnSO4
0,03 MnSOq 0,014 ZnS0Oy




Ennoury et al 2015
Arcas 1985 Quantidade
Quantidade (g/L) Reagente
(g/L) Reagente 35,00 Amido
7,00 (NH4)2S04 30,00 Extrato soja
0,28 CaCl 0,02 FeSO4
28,00 Extrato de levedura 1,50 K2HPO4
56,00 Glicose 1,50 KH2PO4
7,00 KzHPO, 0,50 MgSOq
7,00 KH2PO, 0,02 MnSO,
7,00 MgSO.
02t MnSO: Rossa C A 1990
Quantidade
Morris O. N 1995 (g/L) Reagente
Quantidade 10,00 Glicose
(g/L) Reagente 1,00 (NH4)2SO04
1,00 CaCOs3 0,08 CaCl2
15,00 Dextrose 10,00 Extrato de levedura
2,00 Extrato de levedura 3,00 K2HPO,4
0,02 FeSO4 3,00 KH2PO4
0,30 MgSO, 0,20 MgSOa
2,00 Peptona 0,05 MnSO4
10,00 Proflo (Traders Protein)
002 £nS0x Drake and Smythe 1963
Quantidade
(g/L) Reagente
68,00 Amido de milho
19,50 Caseina
47,00 Infusdo de milho
6,00 Levedura
6,40 Sacarose
6,00 Tampéao Fosfato




Lecadet et al 1980

Baldani et al 1999

Quantidade
(g/L) Reagente
10,00 Triptona
5,00 Extrato de levedura
5,00 NaCl

Thorne et al 1968

Quantidade
(g/L) Reagente
1,00 CaCl,
8,00 Caldo nutriente
3,00 Extrato de levedura
1,00 FeSO,
0,40 KCI
1,00 MgSO4
1,00 MnSO4

Valicente e Mourao, 2008

Quantidade
(o/L) Reagente
1,00 CaCl,
8,00 Caldo nutriente
0,20 MgSO4
1,00 MnSO4
5,00 NaCl

Moraes et al 1980

Quantidade

(/L) Reagente
30,00 Farinha de soja
0,02 FeSQO4
10,00 Glicose de milho
0,30 MgSO.
0,02 MnSOs
0,02 ZnS04

Quantidade
(o/L) Reagente
40,00 Infusdo de milho
15,00 Melago de cana
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