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Introducao

Os inseticidas quimicos, principalmente os de largo espectro, sdo amplamente
utilizados na agricultura brasileira com o objetivo principal de erradicagdo de
insetos-pragas de diversas culturas. Apesar de os inseticidas quimicos serem vistos
como poluidores do meio ambiente, estes possuem sua importancia na agricultura
quando usados racionalmente. Estes produtos continuam a ser usados em grande
escala na agricultura moderna pela facilidade de serem encontrados no mercado
e pela eficiéncia no controle do inseto-alvo, apesar de nado possuirem rapida
degradabilidade e serem acumulados em niveis que podem causar danos ao meio
ambiente. Além disso, estes produtos frequentemente interferem em comunidades
de insetos que se encontram em equilibrio, tanto no solo quanto nas plantas. Esta
interferéncia pode destruir os inimigos naturais presentes na cultura, contaminar
aplicadores, rios e nascentes, além de permitir o surgimento de pragas secundarias.
De um modo geral, as pragas secundarias nao teriam tanta importancia sem o uso
indiscriminado destes inseticidas quimicos de largo espectro.

Dentro deste contexto, o Manejo Integrado de Pragas (MIP) desempenha um papel
fundamental no controle dos principais insetos-pragas de cada cultura. O MIP pode
ser definido como o uso de varias técnicas de controle de insetos. Ele é capaz de
preservar e aumentar os fatores de mortalidade natural, mantendo a populagao
da praga em niveis abaixo daqueles capazes de causar dano econdmico. Dentro
do MIP, usam-se técnicas de controle de insetos que incluem o uso de produtos
quimicos, tratos culturais e controle bioldgico por meio de parasitoides, predadores,
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nematoides, protozoarios e patdégenos. O MIP tem promovido ganhos
significativos de produtividade em varias culturas, podendo-se destacar
milho, soja, algodéo, feijao, etc. Dentre os patdégenos de insetos, destaca-se
a bactéria Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis

O B. thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva, ubiqua, que pode ser
caracterizada pela capacidade de formar cristais proteicos durante a fase
estacionaria e/ou de esporulacdo. O Bt é encontrado naturalmente em
diversos habitats, incluindo solo, filoplano, residuos de graos, poeira de
silos, agua, matéria vegetal e insetos. O Bt sintetiza toxinas na forma de
cristais (Cry) e proteinas citoliticas (Cyt), também conhecidas como delta
endotoxinas, que possuem propriedades inseticidas especificas, podendo
apresentar varias formas, como bipiramidal (Figura 1A), esférica, retangular,
cuboide (Figura 1B) e irregular.

O modo de agao das proteinas Cry em lepidépteros ocorre quando larvas
suscetiveis ingerem os cristais que séo solubilizados por proteases no pH
alcalino do intestino médio do inseto (pH entre 9 e 12), onde as proteinas
Cry passam de pro-toxinas (inclusao cristalina) para proteinas resistentes a
proteases de 60 a 70 kDa (Bravo et al., 2007). Estas proteinas se inserem em
membranas, causando o vazamento de ions e a lise celular, e o inseto morre
de septicemia.
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Fotos: Marcio Martinelli

Figura 1. Imagem de microscopia eletrénica mostrando os cristais presentes em
amostras de Bacillus thuringiensis. (A) Imagem com cristal em formato bipiramidal
(aumento de 20.000 X). (B) Imagem com cristal em formato cuboide (aumento de
30.000 X). Os circulos vermelhos indicam os cristais.

O Bt é ativo contra varias espécies de insetos e é considerado seguro em
relagdo aos mamiferos. Outra vantagem é a especificidade em relagéo aos
insetos-pragas das diferentes culturas. A nomenclatura, até 1998, abrangia
quatro genes principais: cryl; cryll; crylll e crylV. Hoje, por causa do grande
numero de genes que sdo estudados e sequenciados, usam-se numeros
arabicos: cry1; cry2; cry3; cry4; até cry75. Os genes, em suas respectivas
classes, produzem proteinas que sao toxicas para determinadas ordens de
insetos. Os genes cry1, cry2, cry7B, cry8D, cry9, cry15A, cry22, cry32A e
cry51A séo especificos para lepidépteros (lagartas); cry2, cry4A, cry10, cry11,
cry16, cry17, cry19, cry20, cry24, cry25, cry27, cry29, cry30, cry32, cry39,
cry40, 44, 47, 48 e cry49 sao ativos contra dipteros (mosquitos); cry3, cry7,
cry8, cry9D, cry14A, cry18A, cry22A, cry22B, cry23A, cry34, cry35, cry36,
cry37A, cry43, cryb5, cyt1A e cyt1C contra coledpteros (besouros); e cry5,
cry6, cry12, cry13, cry14, cry21A e cry55A séao ativos contra nematoides. Em
razdo do grande numero de cole¢des de Bt no mundo e suas respectivas
subclasses, as sequéncias génicas de Bt podem ser visualizadas no website
http:// www.biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/ Bt/ (Crickmore, 2018).
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Crescimento e Cultivo do Bacillus thuringiensis como
Produto Biolégico

O Bt necessita de carbono, nitrogénio e tragos de alguns sais (FeSO,, ZnSO,,
MnSO,, MgS0O,) para seu crescimento (Valicente; Mourdo 2009). Porém,
cada isolado de Bt pode ter uma necessidade especifica e diferente em
relacdo a quantidade de carbono e nitrogénio, e mesmo a diferentes sais
utilizados nos meios de cultura para seu crescimento. O Bt pode ser cultivado
usando meios alternativos ou subprodutos de industria e da agricultura.
Varias fontes de carbono a pregos reduzidos podem ser usadas, tais como
glucose de milho, melado de cana, melago de beterraba e amido de alguns
cereais. Como fonte de nitrogénio podem ser usadas as farinhas de soja,
extrato de soja (que possui textura mais fina), levedura e agua de maceragao
de milho. Entretanto, todo o material a ser utilizado deve ser esterilizado. A
atividade téxica do bioinseticida a base de Bt vai depender do meio utilizado e
da cepa. Valicente et al. (2007a) testaram varias concentragdes de carbono e
nitrogénio para o crescimento de uma determinada cepa de Bt. Os melhores
resultados foram obtidos quando foi utilizada uma concentragéo de nitrogénio
trés vezes maior que a de carbono. Atualmente, o dobro da concentragéo
de carbono em relagdo ao nitrogénio tem sido adotado. Normalmente os
principais fatores avaliados durante o crescimento de Bt sdo massa celular,
unidades formadoras de coldnia, esporos viaveis e mortalidade do inseto-
alvo causada pelo Bt, sendo estes resultados variaveis de cepa para cepa.

O Bt pode ser produzido tanto em fermentagao liquida como em meio sélido.
No final da fase vegetativa, a exaustdo dos nutrientes do meio de cultura induz
o inicio da esporulagao. Um fator determinante na produgao de biopesticidas
a base de Bt é a oxigenacao do meio durante o processo de fermentagao.
Valicente e Zanasi (2005) inovaram o processo de fermentagdo em meio
sélido utilizando 50 gramas de arroz como substrato para o crescimento do
Bt. O arroz foi enriquecido com fontes de carbono, nitrogénio, sais minerais
e posteriormente foi autoclavado a 120 °C por 20 minutos em sacos de
polipropileno. Apés a esterilizagao, o material foi inoculado com a cepa de Bt
adequada previamente crescida em meio liquido, em ambiente estéril. Esta
mistura foi mantida a 30 °C por quatro dias para completa esporulagéo. O
biopesticida produzido deste modo é barato e facil de ser aplicado. Apés o
periodo de quatro dias, o material deve ser congelado até o uso. Porém, toda
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a estrutura e a produgcao devem obedecer as boas praticas de laboratério,
incluindo a esterilizacdo de todo o material a ser utilizado.

Resultados de pesquisa tém mostrado que o Bt pode ser produzido em
meios alternativos, utilizando os residuos da industria e com materiais de
baixo custo, porém todo o laboratério e o sistema de fermentagéo devem ser
esterilizados. A grande vantagem destes sistemas de produgao é que este
biopesticida pode ser usado por pequenos, médios e grandes produtores
rurais.

O que se tem visto hoje no Brasil € uma grande quantidade de pessoas
tentando produzir biopesticida a base de Bt em sistema denominado “on
farm” — em que a producgéo é realizada na propriedade rural. Mas com
essa tentativa de “producdo caseira” observa-se que as instalagdes nao
possuem o minimo de assepsia necessaria para manter um ambiente livre
de microrganismos, que necessita de esterilizacdo do meio de cultura,
além da padronizacao de todo o sistema de producao, e do produto final.
Para este sistema de produgéo, o que se tem observado é a utilizagdo de
diferentes fontes de inéculo de Bt, meios de cultura e condigbes de cultivo.
Normalmente os bioinseticidas “on farm” sdo armazenados em tanques
metalicos ou caixas d’agua que nao sdo adequados, pois possuem aberturas
que facilitam a contaminagdo durante todo o processo. Se o processo de
fermentagdo esta em contato com contaminantes, este fator inviabiliza o uso
do produto final na forma de pulverizagéo, gerando inclusive mau cheiro. No
caso de produgao “on farm”, os perigos do crescimento de contaminantes
sdo mais evidentes, uma vez que normalmente ndo sdo utilizados produtos
esterilizados nem fermentadores adequados, e os contaminantes podem
ser mais agressivos no crescimento do que o proprio Btf. Para verificar os
microrganismos presentes, amostras de Bt produzidas em sistema “on farm”
foram solicitadas a produtores rurais. Somente trés amostras do Estado
de Mato Grosso foram encaminhadas e analisadas usando microscopia de
contraste de fase e sequenciamento da regido 16S do DNA ribossomal para
identificacdo molecular dos microrganismos.
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Material e Métodos

Amostragem

Amostras de Bt produzidas em sistema “on farm” foram coletadas em
recipientes plasticos por trés diferentes produtores rurais do Mato Grosso. As
amostras foram congeladas até o processamento.

Identificagdo Molecular de Microrganismos

Crescimento Bacteriano e Extragdo de DNA

As amostras de Bt “on farm” foram diluidas 1.000X em 4gua ultrapura estéril
e plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani (LB) contendo 1,5% (m/v) de
agar e cultivadas a 28 °C por dois dias. Para a extragdo de DNA bacteriano,
50 colbnias isoladas foram inoculadas em 2 mL de meio de cultura LB e
crescidas a 28 °C por 24 h sob agitacdo de 150 rpm. Apds esse periodo,
a cultura foi centrifugada a 16.000 rpm e o sobrenadante foi descartado.
A extracao de DNA gendmico bacteriano foi realizada com o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, EUA), de acordo com as recomendacgdes
do fabricante. A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) em tampao TAE 1X (10 mM Tris, 20 mM &cido acético e
1 mM EDTA; pH 8,0), corado com solugao de GelRed (Biotium, EUA). As
amostras foram visualizadas em transiluminador sob luz UV e fotografadas
no equipamento Gel Logic 200 (KODAK, EUA). A quantificagdo do DNA foi
realizada em espectrofotometro ND-1000 UV/VIS (NanoDrop Technologies,
EUA) e as amostras foram diluidas para uma concentragdo de 10 ng/uL.

Amplificagao Parcial do Gene 16S rRNA

As reagbes de PCR foram preparadas com os primers 8F e 1492F para
amplificacéo parcial da regidao 16S rDNA (Tabela 1). A amplificacdo do DNA
foi realizada num volume final de 20 pl, contendo 30 ng de DNA; tamp&o de
reagéo 1X (KapaBiosystems, EUA); 125 uM de trifosfato de desoxinucleotideos
(dNTP); dimetilsulfoxido (DMSO) 4% (v/v); primers a 0,5 uM cada e 1U de Taq
DNA Polimerase (Kapa Biosystems, EUA). A amplificacéo foi realizada em
termociclador Veriti (Applied Biosystems, EUA) com uma desnaturacao inicial



Riscos a Produgéo de Biopesticida a Base de Bacillus thuringiensis 7

a 95 °C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por 30
segundos, por anelamento a 57 °C por 30 segundos, extenséo a 72 °C por 1
minuto e 30 segundos e uma extenséo final de 10 minutos a 72 °C. O produto
de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) por uma
hora a 100 V em tampao TAE 1X. O gel foi corado com solugao de Gel Red
(Biotium, EUA), visualizado sob luz UV e fotografado no equipamento Gel
Logic 200 (KODAK, EUA).

Tabela 1. Primers utilizados na amplificagao e sequenciamento do gene 16S
rRNA.

Sequéncia (5’- 3’)’ Referéncia

8F AGAGTT TGATCC TGG CTCAG  Turner et al. (1999)

1492R  GGT TAC CTT GTTACGACT T Turner et al. (1999)

515F  GTG CCA GCM GCC GCG GTAA  Turner et al. (1999)

902R  GTCAAT TCITTT GAG TTT YARYC Hodkinson e Lutzoni
(2009)

Y'representa as bases nitrogenadas citosina ou timina.

M:representa as bases nitrogenadas adenina ou citosina.

R representa as bases nitrogenadas adenina ou guanina.

“representa a base inosina, que pode parear com qualquer nucleotideo.

Sequenciamento de DNA

Para a purificagéo dos fragmentos de DNA amplificados, foram adicionados
4 uL da enzima Exo-Sap (GE HealthCare, EUA) em 15 pL produto da reagéo
de PCR. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos
e a 80 °C por 15 minutos. As reagdes de sequenciamento foram elaboradas
com 4 uL do produto de PCR purificado, 1 uL de primers 8F ou 902R a 10 uM
(Tabela 1), 0,5 uL Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, EUA), 1,75 uL do tampéao
de sequenciamento (Applied Biosystems, EUA) e 2,75 uL de agua ultrapura.
Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador a 96 °C por 1
minuto, 96 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos,
repetidos por 30 vezes. Apds o término da reacao, foram adicionados 60 uL
de etanol absoluto mais 5 yL de EDTA (125 mM). Em seguida, os microtubos
foram homogeneizados e incubados no escuro em temperatura ambiente por
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15 minutos. As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 45 minutos,
o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 pL de etanol 70%
(v/v). As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos e o etanol
foi descartado. Posteriormente, as amostras foram incubadas a 65 °C por 3
minutos, ressuspendidas com 10 pL de formamida HI-DI (Applied Biosystems,
EUA) e desnaturadas a 95 °C por 5 minutos. As amostras de DNA bacteriano
foram analisadas no sequenciador de DNA modelo ABI PRISM 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystem, EUA) e as sequéncias foram alinhadas
utilizando o programa Sequencher 4.1 (Gene Codes Corporation, EUA). O s
microrganismos presentes nas amostras de Bt com produgao “on farm” foram
identificados por comparagao de sequéncias contra o banco de dados publico
de sequéncias de DNA do Centro Nacional de Informagao Biotecnolégica
(NCBI) com o programa BLASTN (http: //blast.ncbi.nim.nih.gov).

Microscopia de Contraste de Fase

Algumas colbnias observadas nas amostras de Bt “on farm” foram avaliadas
por microscopia em contraste de fase com aumento de 400X. Como
controle, foi incluida para comparagdo uma amostra de Bt da Colegado de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo.

Resultados e Discussao

O plagueamento das amostras de biopesticida a base de Bt produzidas em
sistema “on farm” em propriedades rurais do Mato Grosso mostrou varios
tipos de colbnias com diferentes aspectos e cores, muitas delas sem qualquer
semelhanga com a morfologia das colénias de Bf em meio de cultura sélido
(Figura 2).

Algumas dessas colbnias obtidas das amostras de Bt “on farm” foram
observadas em microscopia de contraste de fase. Na maioria das amostras
nao foram observados esporos ou cristais que sdo caracteristicos da espécie
Bt (Figura 3). Além disso, os esporos, quando observados, mostraram
formatos completamente diferentes dos esporos que s&o vistos em amostras
de Bt.



Figura 2. Aspecto de algumas col6nias bacterianas presentes em amostra de Bt
produzido “on farm” apds diluicdo de 1.000 X e plaqueamento em meio LB.

Figura 3. Imagem de microscopia de contraste de fase de uma bactéria contaminante
presente em amostra de Bacillus thuringiensis produzido “on farm”. (A) Imagem com
aumento de 400X. (B) Imagem com aumento de 400X com zoom por programa de
computador.

Uma amostra de Bt pertencente ao banco de microrganismos multifuncionais
da Embrapa Milho e Sorgo foi incluida como controle, e foi possivel observar
tanto a presenca de cristais como de esporos, tipicos dessa espécie (Figura
4).
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Figura 4. Imagem de microscopia de contraste de fase de um isolado de Bacillus
thuringiensis. (A) Imagem com aumento de 400X. (B) Imagem com aumento de 400X
com zoom por programa de computador. As setas indicam o cristal (c) e o esporo (e).

Para a identificacdo molecular das bactérias presentes nas amostras de
biopesticida Bt produzidas “on farm”, o DNA bacteriano de 50 colbnias
obtidas apos plaqueamento das amostras em meio de cultura soélido (Figura
1) foi isolado e amplificado com primers para amplificacao da regido 16S
rDNA. O sequenciamento do DNA revelou a presencga de diversas espécies
bacterianas, indicando que o processo de fermentagdo para produgao
do bioinseticida Bt ocorreu sem as minimas condicbes de assepsia e
esterilizagdo. Para minimizar erros, a identificagdo molecular foi baseada na
similaridade das sequéncias de DNA obtidas com outras sequéncias descritas
em trabalhos cientificos ja publicados (Tabela 2). Apenas as coldnias 29,
34 e 35 foram confirmadas como pertencentes a espécie B. thuringiensis.
Entretanto, mesmo sendo Bt, s&o necessarios alguns cuidados pois algumas
cepas podem sintetizar B-exotoxina, uma proteina produzida durante a fase
vegetativa da célula e secretada no meio de cultura. Ela é termolabil, com
baixa massa molecular, e apresenta amplo espectro de toxicidade para varias
ordens de insetos, acaros, nematoides e vertebrados, provocando efeitos
teratogénicos e mutagénicos (Hansen; Salamitou, 2000). Por causa da alta
toxicidade em mamiferos, um dos critérios indispensaveis para a produgao de
bioinseticida a base de Bt consiste na selegdo de cepas que ndo produzem
B-exotoxina (Mcclintock et al., 1995).

A anadlise das sequéncias de DNA indicou que 24% das amostras foram
pertencentes ao Bacillus sp., sem atribuigdo da espécie. O género Bacillus é
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muito amplo e compreende 268 espécies e 7 subespécies, incluindo varias
espeécies patogénicas para humanos e animais (Reino Unido, 2015). Os
isolados 26, 27, 28, 32 e 33 foram identificados como B. cereus, uma espécie
relatada como patdgeno oportunista humano e ocasionalmente associado a
infecgdes, causando doengas periodontais e outras infecgcbes mais graves
(Hoffmaster et al., 2006). Pacientes imunocomprometidos séo suscetiveis a
bacteremia, endocardite, meningite, pneumonia e endoftalmite causados por
esta espécie (Wijnands et al., 2006).

Varios outros géneros de microrganismos encontrados no biopesticida
“on farm” também podem apresentar riscos para mamiferos. Entre elas,
podemos destacar a presenga de um isolado do género Microbacterium,
frequentemente encontrado em isolados clinicos humanos (Funke et al.,
1995), sendo algumas espécies resistentes a multiplos antibiéticos (Sharma
et al., 2013). A prevaléncia de Enterococcus casseliflavus (isolado 23) e E.
gallinarum (isolados 04, 06, 08, 16, 17, 20 e 24) mostra-se preocupante, uma
vez que estas espécies tém sido associadas a endocardite (Dargere et al.,
2002) e meningite em humanos (laria et al., 2005; Antonello et al., 2010).

Assim, apesar da frequente utilizagdo de produtos comerciais a base de Bt
comercial como fonte de inéculo no sistema de produgédo “on farm”, esses
resultados indicam que os contaminantes foram agressivos no crescimento
nos meios de cultura. As amostras de Bt produzidas “on farm” nao foram
testadas quanto a eficiéncia no controle da lagarta-do-cartucho, em fungéo
do risco dos patdgenos identificados.
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Conclusoes

As amostras de Bt produzidas em sistema “on farm” em propriedades rurais
no Mato Grosso apresentam-se contaminadas por diferentes espécies de
bactérias. O produto mostra-se inadequado para uso como biopesticida e
apresenta risco de contaminag¢ao para humanos e animais.
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