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Avaliacdo da Qualidade de Biopesticidas
a Base de Bacillus thuringiensis
Produzidos em Sistema “on farm”

Ubiraci Gomes de Paula Lana'
Amanda Naye Guimaraes Tavares?
Frederick Mendes Aguiar®

Eliane Aparecida Gomes*
Fernando Hercos Valicente®

Resumo — Entre os produtos biologicos registrados para o controle de
insetos no Brasil, destacam-se formulagbes contendo a bactéria Bacillus
thuringiensis, caracterizada por produzir cristais proteicos com capacidade
inseticida especifica. Esta bactéria pode ser cultivada em meio sdlido, liquido
e semissolido, sendo possivel sua produgdo em meios de cultura alternativos,
utilizando residuos da industria e materiais de baixo custo. Para isso, o
laboratério e o sistema de fermentagéo devem ser esterilizados, e o processo
deve ser realizado sob condi¢gdes controladas, permitindo a producédo de
bioinseticidas de qualidade que podem ser utilizados por diferentes extratos
de produtores rurais. Nos ultimos anos, diversos produtores rurais tém
fabricado em suas fazendas biopesticidas a base de B. thuringiensis para
aplicacéo direta nas lavouras, pratica conhecida como producéo “on farm”
ou “Bt caseiro”. O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas e o
nivel de contaminagéo de biopesticidas a base de B. thuringiensis produzidos
em sistema “on farm” no Estado de Goias. Amostras de biopesticidas foram
avaliadas quanto as caracteristicas visuais e plaqueadas em meio de cultura
solido, sendo as coldnias analisadas por microscopia de contraste de fase
e as espécies identificadas pelo sequenciamento da regido 16S rDNA. As
amostras de biopesticidas produzidas em sistema “on farm” variaram de
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coloragédo levemente parda e transparente contendo material insoluvel no
fundo, até amostras de coloragdo marrom escura e turva, indicando auséncia
de qualquer tipo de controle e padronizagao na fabricagdo dos bioprodutos. O
plagueamento das amostras em meio de cultura sélido mostrou a presenga
de varios tipos de coldnias com diferentes tamanhos, a maioria sem qualquer
semelhanga com a morfologia das colénias de B. thuringiensis, indicando
a presenga de microrganismos contaminantes. Quase todas as colbnias
analisadas (97,5%) n&o foram identificadas como B. thuringiensis, indicando
que os contaminantes foram mais agressivos no crescimento nas condi¢des
de cultivo utilizadas pelos produtores rurais. As espécies Enterococcus
faecium e E. faecalis foram as mais prevalentes e tém sido frequentemente
relatadas como resistentes a multiplos antibiéticos e causadoras de infecgbes
como bacteremia, septicemia, infecgdes do trato urinario, infeccdes de feridas,
meningites e endocardites em humanos. Assim, as amostras de biopesticida
a base de B. thuringiensis produzidas em sistema “on farm” em propriedades
rurais de Goias apresentam elevado indice de contaminacdo por diferentes
espécies de bactérias patogénicas. O produto mostra-se inadequado para
uso como biopesticida, com potencial risco para humanos e animais.

Termos para indexacgdo: Bioinseticida, B. thuringiensis, Bt caseiro,
contaminagao
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Quality evaluation of Bacillus thuringiensis-
Based Biopesticides Produced on Farm System

Abstract — Formulations containing Bacillus thuringiensis, bacteria character-
ized by producing protein crystal with specific insecticidal capacity, are among
the most widely used biological products registered for insect control in Brazil.
This bacterium can be cultivated in solid, liquid and semi-solid medium, and
its production in alternative culture media is possible using industry waste
and low cost materials. To do this, the fermentation system must be sterilized,
and the process must be carried out under controlled conditions, allowing the
production of good quality bioinsecticides that can be used by different ex-
tracts from farmers. In recent years, farmers in Brazil have been producing B.
thuringiensis-based biopesticide for direct crop application, a practice known
as on farm or homemade Bt production. The objective of this work was to
evaluate the characteristics and the level of contamination of B. thuringiensis-
based biopesticides produced on farm system in the state of Goias, Brazil.
Biopesticide samples were evaluated for visual characteristics, and they were
plated in solid culture medium. The colonies were analyzed by phase-con-
trast microscopy and the species identified by 16S rDNA region sequencing.
Biopesticide samples produced on farm system ranged from slightly brown
and transparent containing insoluble material at the bottom to dark brown
and cloudy staining, indicating the absence of any control and standardiza-
tion in the manufacture of bioproducts. Plating of the samples in solid cul-
ture medium showed the presence of various colony types with different sizes
and general aspects different from B. thuringiensis colonies, indicating the
presence of contaminating microorganisms. Approximately 97.5% of the ana-
lyzed colonies were not identified as B. thuringiensis, indicating that the con-
taminants were more aggressive in the growing conditions used by farmers.
Enterococcus faecium and E. faecalis were the most prevalent species and
they have often been reported as resistant to multiple antibiotics and causing
infections such as bacteremia, septicemia, urinary tract infections, wound in-
fections, meningitis and endocarditis in humans. Thus, B. thuringiensis-based
biopesticide samples produced on farm system in rural properties in Goias
showed a high rate of contamination by different pathogenic bacteria species.
The product proves to be unsuitable for use as a biopesticide, with potential
risk to humans and animals health.

Index Terms:Bioinsecticide, B. thuringiensis, homemade Bt, contamination
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Introducao

O mercado de bioprodutos no Brasil tem aumentado de maneira
exponencial nos ultimos 10 anos. Enquanto em 2008 apenas um produto
foi registrado, somente em 2018 foram registrados 52 defensivos de baixa
toxicidade, incluindo organismos biolégicos, microbioldgicos, bioquimicos,
semioquimicos ou extratos vegetais, que podem até mesmo ser utilizados na
agricultura organica (Brasil, 2019a). Nesse contexto, o mercado de produtos
bioldgicos para controle de pragas e doengas agricolas cresceu mais de 70%
no ultimo ano, movimentando cerca de R$ 464 milhdes em 2018. O resultado
brasileiro é considerado o0 mais expressivo da histéria do setor e supera o
percentual apresentado pelo mercado internacional (Brasil, 2019b).

Entre os produtos biolégicos registrados para o controle de insetos,
destacam-se formulagdes contendo a bactéria Bacillus thuringiensis como
principio ativo. O B. thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva, ubiqua, que
pode ser caracterizada pela capacidade de formar cristais proteicos (Cry)
durante a fase estacionaria e/ou de esporulagdo com capacidade inseticida
especifica. O modo de agao das proteinas Cry em lepidépteros ocorre quando
larvas suscetiveis ingerem os cristais que sao solubilizados por proteases
no pH alcalino do intestino médio do inseto. Estas proteinas se inserem em
membranas, causando o vazamento de ions e a lise celular, com consequente
morte do inseto por septicemia (Bravo et al., 2007).

Atualmente, mais de 20 produtos comerciais contendo B. thuringiensis em
sua formulagéo estdo registrados no Pais. Essa bactéria pode ser cultivada
em meio solido, liquido e semissolido, sendo possivel sua produgdo em
meios de cultura alternativos, utilizando residuos da industria e materiais de
baixo custo. Para isso, todo o laboratério e o sistema de fermentagdo devem
ser esterilizados e o processo deve ser realizado sob condi¢des controladas,
permitindo a produgao de bioinseticidas de qualidade que podem ser utilizados
por pequenos, médios e grandes produtores rurais (Valicente; Moréo, 2008).

Nos ultimos anos diversos produtores tém fabricado em suas fazendas
biopesticidas a base de B. thuringiensis para aplicagao direta nas lavouras,
pratica conhecida como produgao “on farm” ou “Bt caseiro”. Entretanto, essa
fabricacéo apresenta riscos, sendo o maior deles a contaminagéo do produto
com patdégenos humanos e animais. Poucos trabalhos tém avaliado a qualidade
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dos produtos a base de B. thuringiensis em sistema “on farm” (Boaventura et
al., 2015; Monnerat et al., 2018; Valicente et al., 2018), principalmente pelo
receio dos produtores rurais no fornecimento das amostras, dificultando assim
analises mais robustas. Recentemente, diferentes espécies de patégenos
humanos e de animais foram encontradas em trés amostras coletadas em
propriedades rurais no Estado do Mato Grosso, indicando que a produgao
dos bioprodutos tem sido realizada de modo inadequado, sem as minimas
condi¢des de assepsia (Valicente et al., 2018).

Nesse trabalho, um grupo de dez amostras pertencentes a diferentes
produtores rurais de Goias foram analisadas com o objetivo de avaliar as
caracteristicas e o nivel de contaminagdo de biopesticidas a base de B.
thuringiensis produzidos em sistema “on farm”.

Material e Métodos

Coleta e caracterizagao das amostras

Um total de 10 amostras de biopesticida a base de B. thuringiensis
produzidas em sistema “on farm” por diferentes produtores rurais de Jatai GO
foram coletadas em recipientes plasticos e congeladas até o processamento.
Em condigdes assépticas, as amostras foram homogeneizadas, distribuidas
em copos plasticos de 50 mL e fotografadas para comparacdo de suas
caracteristicas visuais com uma amostra do biopesticida comercial a base de
B. thuringiensis registrado como Dipel WP® (Abbott Laboratories, EUA), na
concentracao recomendada pelo fabricante.

Identificagcao Molecular de Microrganismos

Crescimento Bacteriano e Extragdo de DNA

As amostras de biopesticidas “on farm” e uma amostra do biopesticida
comercial Dipel WP® (controle) foram diluidas entre 10 e 1.000X em agua
ultrapura estéril, plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani (LB) contendo
1,5% (m/v)de agare cultivadas a 28 °C por 24 h. As placas foram fotografadas, e



Avaliagdo da Qualidade de Biopesticidas a Base de Bacillus thuringiensis Produzidos em 9
Sistema “on farm”

quatro colbnias isoladas de cada amostra foram aleatoriamente selecionadas
para identificacdo molecular dos microrganismos. Para a extracdo de DNA,
as colbnias foram inoculadas em 2 mL de meio de cultura LB distribuidos
em tubos cbnicos de 15 mL. As amostras foram crescidas a 28 °C por 24
h sob agitagdo de 150 rpm, centrifugadas a 16.000 rpm e o sobrenadante
foi descartado. A extragdo de DNA gendmico das células bacterianas foi
realizada com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. A quantificacdo do DNA foi
realizada em espectrofotdometro ND-1000 UV/VIS (NanoDrop Technologies,
EUA) e as amostras foram diluidas para concentracao de 10 ng/pL.

Amplificagao Parcial do Gene 16S rRNA

As reagbes de PCR foram preparadas com os primers 8F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")e 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT
- 37) (Turner et al., 1999) para amplificacdo parcial da regiao 16S rDNA. A
amplificacdo do DNA foi realizada num volume final de 20 pl, contendo 30
ng de DNA; tampao de reagcdo 1X (Kapa Biosystems, EUA); dNTPs 125
pM; dimetilsulféxido (DMSO) 4% (v/v); primers a 0,5 yM cada e 1U de Taq
DNA Polimerase (Kapa Biosystems, EUA). A amplificagéo foi realizada em
termociclador Veriti (Applied Biosystems, EUA) com uma desnaturacéo inicial
a 95 °C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por
30 segundos, anelamento a 57 °C por 30 segundos, extensédo a 72 °C por
1 minuto e 30 segundos e uma extensao 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 tampéao TAE 1X (Tris-base 40 mM; acido acético
40 mM; EDTA 1 mM). O gel foi corado com solugdo de Gel Red (Biotium,
EUA), visualizado sob luz UV e fotografado no equipamento L-PIX Molecular
Imaging (Loccus Biotecnologia, Brasil).

Sequenciamento de DNA

Para a purificagéo dos fragmentos de DNA amplificados foram adicionados
4 yL da enzima Exo-Sap (GE HealthCare, EUA) em 15 pL produto da
reagdo de PCR. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37 °C por
30 minutos e 80 °C por 15 minutos. As reagbes de sequenciamento foram
elaboradas com 4 pL do produto de PCR purificado, 1 yL de primers 515 F
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(5"- GTGCCAGCMGCCGCGGTAA -3") ou (5- GGTTACCTTGTTACGACTT
- 3") (Turner et al., 1999) a 10 uM, 0,5 pL Big Dye V3.1 (Applied Biosystems,
EUA), 1,75 uL do tampao de sequenciamento (Applied Biosystems, EUA)
e 2,75 yL 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 reacéo, foram adicionados 60 L de etanol absoluto mais 5 yL de EDTA
(125 mM). Os microtubos foram homogeneizados e incubados no escuro em
temperatura ambiente por 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 5 minutos, ressuspendidas com 10 uL 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 alinhadas utilizando o programa Sequencher 4.1 (Gene Codes
Corporation, EUA). Os microrganismos presentes nas amostras foram
identificados por comparagao de sequéncias contra o banco de dados publico
de sequéncias de DNA do Centro Nacional de Informacao Biotecnolégica
(NCBI) com o programa BLASTN'.

Microscopia de Contraste de Fase

Duas das colbnias de cada amostra também foram analisadas por
microscopia em contraste de fase com aumento de 400X para avaliagao das
caracteristicas morfolégicas dos microrganismos presentes. Como controle,
foram incluidas e analisadas quatro col6nias obtidas do biopesticida comercial
utilizado anteriormente.

Resultados e Discussao

Dez amostras de biopesticida a base de B. thuringiensis produzidas
em sistema “on farm” no Estado de Goias foram avaliadas quanto as suas

! http: //blast.ncbi.nlm.nih.gov
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caracteristicas e niveis de contaminagdo. Em relagéo ao aspecto visual, as
amostras variaram de coloragao levemente parda e transparente contendo
material insoluvel no fundo (5), até amostras de coloragdo marrom escura
e turva (4) (Figura 1), indicando auséncia de qualquer tipo de controle e
padronizagao na fabricacdo dos bioprodutos. O controle de qualidade dos
bioinseticidas deve uma etapa fundamental do processo de produgao,
buscando avaliar as caracteristicas do bioinseticida sob diferentes aspectos,
de forma a garantir a sua qualidade, seguranca e eficacia. Em geral, a
producao dos biopesticidas em sistema “on farm” tem sido realizada sem as
condi¢cdes minimas de assepsia, favorecendo a contaminagédo com diferentes
microrganismos presentes no ambiente (Valicente et al., 2018).

Figura 1. Aspecto visual de 10 amostras de biopesticida a base de Bacillus thurin-
giensis produzidas em sistema “on farm” em propriedades rurais no municipio de
Jatai-GO. A amostra controle refere-se ao biopesticida comercial Dipel WP® (Abbott
Laboratories, EUA).
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Nesse trabalho, o plaqueamento das amostras em meio de cultura sélido
mostrou a presencga de varios tipos de colbnias com diferentes tamanhos,
a maioria sem qualquer semelhanga com a morfologia das colbnias de
B. thuringiensis (controle), indicando a presenca de microrganismos
contaminantes (Figura 2). Em geral, os produtos comerciais a base de
B. thuringiensis sdo compostos por uma mistura de cristais, esporos,
poucas células vegetativas e ingredientes relacionados a formulagdo dos
biopesticidas (Capalbo et al., 2004), garantindo assim sua eficacia no controle
de insetos-praga.

e
Figura 2. Aspecto das coldnias bacterianas presentes em 10 amostras de biopesticida
a base de Bacillus thuringiensis produzidas em sistema “on farm” em propriedades ru-
rais no municipio de Jatai-GO. A amostra controle refere-se ao biopesticida comercial
Dipel WP® (Abbott Laboratories, EUA).
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Com o objetivo de identificar as espécies de microrganismos contaminantes
predominantes nas amostras, algumas colénias foram aleatoriamente
selecionadas para andlises moleculares. A identificacdo molecular dos
microrganismos presentes no produto comercial (controle) indicou apenas
a presenca de B. thuringiensis (Tabela 1). Das quarenta cepas avaliadas
(quatro colbnias de cada amostra de biopesticida), apenas a amostra 2.1
foi confirmada como pertencente a espécie B. thuringiensis, indicando que
os contaminantes foram mais agressivos no crescimento nas condi¢des de
cultivo utilizadas pelos produtores rurais.

Entre os diversos contaminantes identificados, podemos destacar
algumas espécies com potencial risco para humanos e animais. Com
excecao da amostra 2, todas as demais mostraram-se contaminadas com
diferentes espécies de Enterococcus (Tabela 1), que estdo frequentemente
presentes na microbiota intestinal de seres humanos e animais, e amplamente
distribuidas no ambiente (Biavasco et al., 2007; Campos et al., 2013).
Quase a totalidade das amostras de biopesticidas analisadas neste trabalho
apresentaram contaminagdo com as espécies E. faecium e E. faecalis, que
tém sido relatadas como as mais prevalentes do género, caracterizadas pela
resisténcia a multiplos antibidticos e infecgbes como bacteremia, septicemia,
infecgdes do trato urinario, infecgdes de feridas, meningites e endocardites
em humanos (Cauwerts et al., 2007; Kense; Landman, 2011).
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A espécie Enterococcus canintestini foi detectada nas amostras 1 e 3,
sendo também isolada de fezes caninas (Naser et al., 2005), podendo causar
bacteremia e morte em humanos (Tan et al., 2010). A espécie Enterococcus
saigonensis presente na amostra 1 foi também isolada e relatada pela primeira
vez em frangos e possui resisténcia ao antibiético vancomicina (Harada
et al., 2016). A espécie Enterococcus camelliae isolada da amostra 3 foi
também isolada e relatada pela primeira vez em material vegetal fermentado
(Sukontasing et al., 2007), enquanto a espécie Enterococcus massiliensis
foi isolada e relatada pela primeira em fezes humanas (Le Page et al.,
2016). A espécie Morganella morganii, detectada na amostra 5 (Tabela 1),
também tem sido relatada como resistente a multiplos antibiéticos, podendo
causar varias infecgbes, como sepse, abscesso, sindrome da urina roxa,
celulite e corioamnionite (inflamagdo das membranas fetais) em humanos.
A contaminacdo com essa bactéria geralmente resulta numa alta taxa de
mortalidade em pacientes com alguma infecgéo (Liu et al., 2016).

Adicionalmente, as cepas foram analisadas por microscopia de contraste de
fase para avaliagcdo das caracteristicas morfolégicas das células bacterianas,
principalmente em relagdo as cepas identificadas molecularmente como
Bacillus sp., sem atribuicdo da espécie. Apenas as cepas provenientes do
produto comercial a base de B. thuringiensis (controle) e a amostra 2.1
mostraram a presenga de esporos € cristais tipicos da espécie, indicando
que todas as demais cepas identificadas como Bacillus sp. nas amostras
dos biopesticidas 2, 6 e 10 sao também contaminantes ao processo de
fermentagdo (Tabela 1, Figura 3). O género Bacillus compreende mais de 260
espécies e 7 subespécies, incluindo varias espécies também patogénicas
para humanos e animais (Reino Unido, 2018).

Os niveis de contaminagao identificados neste trabalho (97,5%) foram
superiores em relagdo as amostras de biopesticidas coletadas em Mato
Grosso (Valicente et al., 2018), sugerindo que os produtos nao devem ter
qualquer efeito no controle de pragas. Além disso, a detecgédo de espécies
bacterianas presentes nos bioprodutos “on farm” que também tém sido
reportadas como resistentes a multiplos antibiéticos podem gerar sérios
problemas de Saude Publica, uma vez que esses microrganismos podem ter
a capacidade de transmitir genes de resisténcia antimicrobiana para outros
microrganismos presentes na microbiota intestinal de humanos e animais,
podendo inviabilizar o uso de diversos antibiéticos para tratamentos clinicos.
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Em funcao destes riscos, as amostras de biopesticidas produzidas “on farm”
coletadas em Goias nado foram testadas quanto a eficiéncia no controle de
pragas agricolas.

Figura 3. Microscopia de contraste de fase com aumento de 400 X de bactérias iso-
ladas de dez amostras de biopesticida a base de Bacillus thuringiensis produzidas no
sistema “on farm” em propriedades rurais em Jatai-GO. O primeiro numero refere-se
a identificagdo da amostra, e o nimero apdés o ponto indica a colénia avaliada. D:
Bioinseticida comercial a base de B. thuringiensis (controle positivo). As setas indicam
o cristal (c) e o esporo (e) presentes em cepas de B. thuringiensis.



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 191

Conclusao

As amostras de biopesticida a base de Bacillus thuringiensis produzidas
em sistema “on farm” em propriedades rurais de Goias apresentam elevado
indice de contaminacgéo por diferentes espécies de bactérias patogénicas. O
produto mostra-se inadequado para uso como biopesticida, com potencial
risco para humanos e animais.
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