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Comparação entre três Métodos de
Isolamento de Bacilos Entomopatogênicos

Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus são duas bactérias de grande importância em

controle biológico de insetos. Ambos são bastonetes gram positivos, da família Bacillaceae,

que produzem no momento de sua esporulação inclusões protéicas cristalinas.

Estas inclusões, também chamadas cristais, contêm proteínas que são produzidas sob a

forma de protoxinas, as quais são transformadas em peptídeos tóxicos no intestino do

inseto, pela ação do pH alcalino intestinal e de proteases. A toxina ativada causa a lise das

células epiteliais e a morte das larvas (Aronson et al., 1986).

 Uma das vantagens na utilização desses bacilos é sua especificidade aos insetos sensíveis,

seu efeito não poluente ao meio ambiente, sua inocuidade aos mamíferos e vertebrados e

ausência de toxicidade às plantas (Whiteley & Schnepf, 1986). Produtos à base destas

bactérias são comercializados há mais de cinqüenta anos. Esses bacilos têm ampla

distribuição, podendo ser encontrados em ambientes aquáticos e terrestres.

A variabilidade genética dos B. thuringiensis é muito grande. Seu cristal protéico pode ser

constituído por uma ou mais delta-endotoxinas diferentes, que podem ser patogênicas a

insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera e contra outros grupos de

invertebrados (nematóides, ácaros e protozoários) (Edwards et al., 1990; Feiltelson et al.,

1992). Até o momento estão descritos 150 membros da família dessas toxinas,

classificados em 40 grupos (http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt). No caso

do B. sphaericus estão descritas duas toxinas que agem em conjunto (toxina binária)

(Baumann et al., 1987) e uma terceira toxina de 100 kDa, chamada MTX, cuja atividade

mosquitocida não é muito significativa (Thanabulu et al., 1991).

No mundo inteiro pesquisadores buscam novas estirpes de B. thuringiensis e de

B. sphaericus, capazes de produzir novas toxinas, ou que sejam eficazes para o controle de

outros organismos (Monnerat et al., 2001b). Estima-se que existam atualmente cerca de

40.000 estirpes conhecidas.

Diferentes metodologias estão descritas para o isolamento de estirpes de B. thuringiensis e

de B. sphaericus (World Health Organization, 1985, Travers et al., 1987). Esse trabalho

teve como objetivo selecionar, dentre as metodologias publicadas, uma que possibilitasse

uma boa capacidade de recuperação de estirpes de B. thuringiensis e de B. sphaericus.

Para isso, 50 amostras de diferentes regiões do Brasil foram coletadas e três metodologias

foram estudadas (métodos A, B e C).

· Método A ou método da Organização Mundial de Saúde: Um grama de solo de cada

amostra foi colocado em tubos estéreis com 10 ml de solução salina e agitado em

vortex por 2 minutos. Em seguida, 1,5 ml foi transferido para eppendorf estéril e

submetido a aquecimento por 12 minutos a 80°C e 5 minutos no gelo. As amostras

foram então diluídas 1000 vezes em solução salina estéril, semeadas em placas de

Petri contendo meio ágar nutritivo e incubadas a 30°C por 48 horas. Após a

incubação as colônias isoladas de Bacillus spp. foram selecionadas (World Health

Organization, 1985).

· Método B ou da filtração em algodão: Um grama de solo de cada amostra foi colocado em

tubos estéreis com 10 ml de solução salina e agitado em vortex por 2 minutos. Esta

suspensão foi submetida a filtração em algodão-gaze estéril. Em seguida, 1,5 ml foi

transferido para eppendorf estéril e submetido a aquecimento por 12 minutos a 80°C

e 5 minutos no gelo. As amostras foram então diluídas 1000 vezes em solução salina

estéril, semeadas em placas de Petri contendo meio ágar nutritivo e incubadas a 30°C
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por 48 horas. Após a incubação as colônias isoladas

de Bacillus spp. foram selecionadas (World Health

Organization, 1985, modificado).

· Método C ou do acetato: Um grama de solo de cada

amostra foi colocado em meio 2L (Luria Bertani) com

tampão acetato de sódio 0,5M (pH 6,8) e agitado

por 12-15 horas. Em seguida, 1,5 ml da suspensão

foi transferido para eppendorf estéril e submetido a

aquecimento por 12 minutos a 80°C e 5 minutos

no gelo. Essa suspensão foi então inoculada em

meio L e agitada por 24 horas. As amostras foram

diluídas 1000 vezes em solução salina (0,85%),

semeadas em placas de Petri contendo meio L-ágar e

incubadas a 30°C por 48 horas. Após a incubação

as colônias isoladas de Bacillus spp. foram

selecionadas (Travers et al., 1987).

Identificação de Bacilos: Efetuou-se a identificação inicial

dos isolados através do crescimento diferencial em meio

NYSM (Kalfon et al., 1983) com penicilina (100 mg/l) ou

estreptomicina (25 mg/l) e de microscopia a fresco em

contraste de fases. Os isolados que cresceram em meio

com penicilina foram identificados como B. thuringiensis

ou B. cereus e os isolados que cresceram nas placas

contendo estreptomicina foram classificados como

B. sphaericus (Monnerat et al., 2001a). A diferenciação

entre B. thuringiensis e B. cereus foi efetuada através da

presença de cristais protéicos visualizados em microscopia

de contraste de fases (Silva-Werneck & Monnerat, 2001).

O número de estirpes obtidas em cada método utilizado foi

bastante diferente, sendo que o método A recuperou mais

colônias que os métodos B e C (tabela 1). Para o

isolamento de estirpes de B. thuringiensis, o método A foi

o melhor, recuperando 28 estirpes, seguido pelos métodos

B, com 16 isolados e C, com 8 isolados. Esse resultado

chama atenção, pois segundo Travers et al. (1989) o

método C recupera Bacillus thuringiensis com grande

eficiência.

Os B. sphaericus, entretanto, foram isolados em maior

número, quando o método C foi empregado, tendo sido

obtidos 52 isolados. É interessante observar que a

porcentagem de colônias obtidas dos dois bacilos variou

entre 6,4 e 10,3% nos três métodos, com exceção da

porcentagem de B. sphaericus obtido pelo método C

(41,9%) (tabela 1). Massie et al. (1985) demonstraram

que muitas estirpes de B. sphaericus desenvolveram-se

bem em meios de cultura com acetato como única fonte de

carbono. Esta pode ser uma explicação para o elevado

número de estirpes obtidas através deste método.

A diferença de resultados obtidos no método B em relação

ao A pode ter sido devido à retenção de esporos pela gaze

utilizada para filtração no método B.

A comparação dos resultados permitiu concluir que

deve-se direcionar o método de isolamento em função da

espécie que se deseja obter, ou seja, para o isolamento de

B. thuringiensis deve-se empregar o método A (método da

Organização Mundial de Saúde) e para o isolamento de

B. sphaericus o método C (método do acetato).
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Tabela 1. Distribuição regional das amostras processadas na comparação de métodos de isolamento.

Microrganismos Método A Método B Método C

Número Porcentagem Número Porcentagem Número Porcentagem

B. thuringiensis 28 10,3 16 8,8 8 6,5

B. sphaericus 28 10,3 16 8,8 52 41,9

Outros bacilos 217 79,4 149 82,4 64 51,6

Total 273 100 181 100 124 100
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