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Influéncia do Tempo de
Cultivo sobre a Producao de
B-exotoxina por Cepas de

Bacillus thuringiensis

Daniele Heloisa Pinheiro’
Fernando Hercos Valicente?

Resumo

Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva,
entomopatogénica amplamente utilizada no controle bioldgico
de insetos-pragas. Entretanto, algumas cepas produzem
B-exotoxina que é téxica tanto para insetos como para
vertebrados e muito persistente no ambiente. Por isso foi
proibido o uso de cepas de B. thuringiensis que produzam
este metabdlito na formulacao de biopesticidas de acordo com
recomendacoes da Organizacao Mundial de Saude. O objetivo
deste trabalho foi avaliar se o tempo de cultivo influencia a
producao de B-exotoxina por isolados de B. thuringiensis. Para
isso, uma aliquota de 10 pl de cada cepa foi inoculada em 10
ml de meio LB com sais e incubada a 28 °C e 200 rpm por 16h.
O pré-inéculo foi vertido em 50 ml de meio LB com sais de
modo que a concentracao inicial da cultura fosse 106 células/ml
e incubado a 28 °C e 200 rpm. Os tempos de cultivo para cada
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cepa foram 48, 72,96, 120 e 144h. Apds o cultivo, a cultura
foi centrifugada a 10000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi
autoclavado a 121 °C por 20 min e filtrado. Para os bioensaios
foram aplicados 165 ul do sobrenadante sobre um pedaco

de dieta com 1 cm? e oferecido a uma lagarta de Spodoptera
frugiperda de 2 dias de idade. Por repeticao, foram utilizadas
10 lagartas, sendo que cada tratamento constituiu-se de 4
repeticoes. A avaliacao do numero de lagartas mortas e do
peso foi realizada 8 dias apos a montagem do bioensaio. Os
tempos nos quais foi detectada a presenca da -exotoxina

nos sobrenadantes através dos bioensaios para as cepas
S-332, S-231 e S-210 foram a partir de 48, 96 e 120h de cultivo,
respectivamente, demonstrando que o tempo de cultivo afeta a
producao desta toxina.

Palavras-chave: Bacillus thungiensis, B-exotoxina, tempo de
cultivo



Influence of cultivation
time on the production
of B-exotoxin by Bacillus
thuringiensis strains

Daniele Heloisa Pinheiro’
Fernando Hercos Valicente?

Abstract

Bacillus thuringiensis is an entomopathogenic Gram-positive
bacteria widely used in biological control of insect pests but
some strains produce B-exotoxin which is toxic to insects such
as vertebrates and very persistent in the environment. It was
forbidden to use strains of B. thuringiensis that produce this
metabolite in the formulation of biopesticides in accordance
to recommendations of the World Health Organization.The
purpose of this study was to evaluate whether the time of
cultivation influences the production of 3-exotoxin by isolated
B. thuringiensis. For this, an aliquot of 10 ml of each strain was
inoculated in 10 ml of LB medium with salts and incubated at 28
°C and 200 rpm for 16 hours.The pre-inoculum was poured in
50 ml of LB medium with salts so that the initial concentration
of the culture was 10° cells/ml and incubated at 28 °C and 200
rom. The culture times for each strain were 48, 72, 96, 120 and
144 hours. After this the culture was centrifuged at 10000 rpm
for 10 minutes and the supernatant autoclaved at 121 °C for 20
minutes and filtered. For bioassays 165 ul of the supernatant
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was applied in piece of diet with 1 cm?® and offered to 2 days

old Spodoptera frugiperda larvaes. Repeating the procedure, 10
larvaes were used and each treatment consisted of 4 replicates.
The assessment of the number of dead larvaes and the
weight was carried 8 days after the assembly of the bioassay.
The cultivation times in which were detected the presence of
B-exotoxin in the supernatants by bioassay on S-332, S-231 and
S-210 strains were 48, 96 and 120 hours, respectively, showing
that the cultivation time affects the production of this toxin.

Index terms: Bacillus thungiensis, B-exotoxin, cultivation time

Introducao

A bactéria Bacillus thuringiensis € um patégeno de insetos
que produz durante a esporulacao diferentes pB-endotoxinas
na forma de inclusoes cristalinas, conhecidas como proteinas
Cry e Cyt, capazes de matar seus hospedeiros (DE MAAGD et
al., 2003) representando assim uma alternativa viavel para o
controle de insetos-pragas na agricultura e vetores de doencas
importantes na saude publica (CRICKMORE et al., 2013). B.
thuringiensis vem sendo usado como um agente de controle
biolégico ha mais de 50 anos e representa aproximadamente
90% do total de biopesticidas e cerca de 2% do mercado de
inseticidas (ALl et al., 2010; BRAVO et al., 2011).

As B-endotoxinas compreendem duas familias multigénicas, Cry
e Cyt, sendo que atualmente mais de 400 genes cry e 37 genes
cyt ja foram identificados. As proteinas Cry estao classificadas
em 72 grupos organizados em diferentes subgrupos, além

de existirem 3 grupos de toxinas Cyt (CRICKMORE et al.,

2013). A maior parte das estirpes de B. thuringiensis é capaz
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de produzir mais de um tipo de cristal, os quais podem ser
formados por diferentes proteinas Cry e/ou Cyt. Além das
B-endotoxinas, B. thuringiensis pode produzir uma série de
outras toxinas, incluindo proteinas com atividade inseticida,
como fB-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases,
fosfolipases, VIPs (proteinas inseticidas vegetativas) e
B-exotoxinas (HANSEN; SALAMITOU, 2000).

Algumas cepas de B. thuringiensis produzem p-exotoxina |, uma
toxina termoestavel secretada no meio de cultura, analoga ao
nucleotideo adenina e com baixo peso molecular (701 Da), que
apresenta amplo espectro de acao (DE BARJAC; DEDONDER,
1965). Ela é ativa contra dipteros, coledpteros, lepidépteros

e algumas espécies de nematoides (BOND; BOYCE, 1971).

A B-exotoxina | age inibindo a atividade da RNA polimerase
através da competicao com o ATP pelos sitios de ligacao e
consequentemente interfere na sintese de RNA (LECADET;
BARJAC, 1981). Em doses subletais, esta toxina afeta a muda
e a pupacao dos insetos e pode resultar em adultos com
desenvolvimento anormal, além de ter efeitos teratogénicos

e mutagénicos (BURGERJON et al., 1969; LECADET, BARJAC,
1981).

Usando cromatografia liquida de alta performance (HPLC) foi
inicialmente isolada e parcialmente caracterizada a partir da
estirpe HD-12 (B. thuringiensis subsp. morrisoni sorotipo 8ab)
uma p-exotoxina denominada tipo Il, um analogo do UTP

cuja toxicidade é maior que a do tipo |, principalmente para
coledpteros (LEVINSON et al., 1990). A sintese e secrecao da
B-exotoxina | requer a ativacao de varios genes (HORSKA et al.,
1975), que ainda nao foram identificados e tem sido associada
com a presenca de plasmideos nos quais os genes cry estao
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contidos. Varios estudos tém relatado que a habilidade de
secretar 3-exotoxina | e de produzir cristais foram transferidos
juntos em cepas de B. thuringiensis e Bacillus cereus através de
conjugacao (LEVINSON et al., 1990).

Por causa da sua toxicidade a células de mamiferos, as
formulacoes comerciais de biopesticidas sao preparadas a partir
de cepas de B. thuringiensis que nao produzem [B-exotoxina
de acordo com recomendacoes da Organizacao Mundial de
Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999). Portanto, a
deteccao da sintese de B-exotoxina € uma importante etapa
no desenvolvimento e producao de biopesticidas a base de

B. thuringiensis. Bioensaio de toxicidade constitui o método
tradicional para a deteccao de B-exotoxina, permitindo
identificar cepas produtoras de B-exotoxina | e Il, contudo sem
discriminar qual tipo de B-exotoxina a cepa de B. thuringiensis
produz (MAC INNES, 2009).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tempo
de cultivo sobre a producao de -exotoxina em cepas de B.
thuringiensis.

Material e Métodos

Cepas Bacterianas

Foram utilizadas 3 cepas de B. thuringiensis (S-210, S-231
e S-332 ) previamente caracterizadas como produtoras de

B-exotoxina pertencentes a colecao de B. thuringiensis da

Embrapa Milho e Sorgo.
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Cultivo dos Isolados Bacterianos

Inicialmente foi preparado um pré-inéculo adicionando 10 pl
das cepas de B. thuringiensis em 10 ml de meio LB acrescidos
dos sais MgSO,, FeSO,, ZnSO, e MnSO,, de acordo com
Valicente e Barreto (2003). Apds serem cultivadas a 28 °C e 200
rom por 16 h, foi realizada a contagem do numero de células
através da visualizagao em microscopio de contraste de fases.
Uma aliquota do pré-indculo foi acrescentada a 50 ml de meio
LB com sais de modo que a concentracao inicial fosse de 1x108
células/ml e cultivada durante 48, 72, 96, 120 e 144h sob as
mesmas condicoes citadas acima. Posteriormente, a cultura
foi centrifugada a 10000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi
aquecido a 121 °C durante 20 min, foi realizada a filtracao com
filtro marcaTPP com poros de 0,22 ym e armazenado a -20 °C
até o uso.

Bioensaios

Fragmentos de dieta artificial a base de feijao, gérmen de trigo
e farelo de soja com aproximadamente 1 cm? foram colocados
em copos plasticos e banhados com 165 ul do sobrenadante
da cultura bacteriana das cepas analisadas. ApOs a evaporagao
do excesso de umidade, 40 lagartas de Spodoptera frugiperda
com dois dias de idade foram acondicionadas individualmente
nos copos. Agua destilada autoclavada foi utilizada como
testemunha. A avaliacao da mortalidade e a pesagem das
lagartas foram feitas 8 dias apos a montagem do bioensaio e
as médias foram comparadas pelo teste t de Student a 5% de
probabilidade (p < 0,05) utilizando o programa SISVAR. Fez-
se a transformac¢ao dos dados de porcentagem de mortalidade
através da formula arc sen\ % para realizar a analise
estatistica. Nos biensaios, os sobrenadantes das culturas foram
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considerados toxicos, ou seja, com a presenca de B-exotoxina
quando a mortalidade foi igual ou superior a 50% e/ou quando
o desenvolvimento das lagartas foi anormal.

Resultados e Discussao

Influéncia do Tempo de Cultivo sobre a Producao de -exotoxina

Os dados referentes ao peso médio e a porcentagem de
mortalidade das lagartas de S. frugiperda obtidos com

os bioensaios mostraram que a producao da f-exotoxina

foi detectada a partir de 96h de cultivo na cepa S-231 e a
partir de 120h na cepa S-210, de acordo com os parametros
estabelecidos (Tabela 1). Em cada uma das cepas a partir
deste tempo, no geral, foram observados os maiores valores
de mortalidade e menores pesos médios das lagartas de

S. frugiperda. Na cepa S-332 foi verificada a producao da
-exotoxina em todos os tempos avaliados, como pode ser
constatado naTabela 1. Foi observado que o sobrenadante
bacteriano causou a inibicao do crescimento e lenta
movimentacao de algumas lagartas, sintomas que sao tipicos
de envenenamento por 3-exotoxina, como descrito em diversos
estudos (BOND; BOYCE, 1971; ESPINASSE et al., 2002b).

O efeito da B-exotoxina foi detectado, geralmente, em fases
mais tardias de crescimento. Em B. thuringiensis, a capacidade
de produzir niveis elevados de B-exotoxina | durante a

fase estacionaria pode ter uma contribuicao significativa

para determinar os efeitos inseticidas das cepas bacterinas
conferindo vantagens evolutivas a estirpe hospedeira
(ESPINASSE et al., 2002a). Contudo, a sintese de B-exotoxina
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pela cepa de B. thuringiensis impede a sua utilizacao na
formulacao do inseticida biologico.

Tabela 1. Médias e erros-padrao dos pesos e mortalidades
das lagartas de S. frugiperda submetidas aos sobrenadantes
bacterianos de B. thuringinensis.

Agua 2,50+5,00 a 45,35+1,37 b
S-21048 hs 5,00+5,77 a 37,45+12,50 b
S-21072 hs 2,560+5,00 a 40,49+11,35 b
S-210 96 hs 1750+9,57 a 3,60+1,86 a
S-210 120 hs 65,00+12,9 b 1,65+0,33 a
S-210 144 hs 55,00+26,45 b 2,62+1,41 a

Agua 2,50+5,00 a 45,35+1,37 ¢
S-332 48 hs 83,75+6,23 ¢ 1,29+0,66 a
S-33272 hs 47,00+8,86 b 4,12+1,16 b
S-332 96 hs 58,00+5,41 b 1,14+0,36 a
S-332120 hs 55,00+19,14 b 3,84+2,64 b
S-332 144 hs 85,00+12,90 ¢ 1,17+£0,44 a

Agua 2,50+5,00 a 45,35+1,37 b
S-231 48 hs 10,00+8,16 a 61,81+19,10 c
S-23172 hs 5,00+5,77 a 50,28+17,98 bc
S-231 96 hs 56,25+17,01 b 4,10+3,30 a
S-231 120 hs 67,50+16,58 b 1,19+0,52 a
S-231 144 hs 72,50+1707 b 1,01£1,37 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de
probabilidade.

Nao é possivel afirmar que nos tempos de cultivo nos quais
nao foram detectados os efeitos da producgao de p-exotoxina
realmente nao houve a sua sintese, uma vez que pode ter
havido a producao, mas as quantidades de -exotoxina foram
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abaixo do limite de toxicidade detectavel contra S. frugiperda
em nossas condicoes de teste.

Bekheit et al. (1993), ao avaliarem o sobrenadante do

meio cultivado com B. thuringiensis quanto a presenca de
B-exotoxina em diferentes tempos de cultivo, variando de 6

a 66 horas ap0s a inoculacao, demonstraram um aumento
crescente nos niveis de B-exotoxina produzida. Deste modo,
o fato da B-exotoxina ser detectada em tempos tardios de
cultivo na maioria das cepas avaliadas neste trabalho se deve
provavelmente ao acumulo desta toxina no meio de cultivo
até atingir um nivel no qual os seus efeitos puderam ser
constatados nos insetos.

Os resultados que encontramos demonstram que a deteccao
da sintese ou secrecao da -exotoxina atraves dos bioensaios
¢é influenciada pelo tempo de cultivo e variavel em funcao da
cepa bacteriana. Provavelmente esta diferenga entre os tempos
de cultivo no qual é constatada a presenca deste metabdlito
através dos bioensaios esteja relacionada com o inicio do
processo de esporuracao que também pode ser variavel entre
os isolados. Assim é aconselhavel prolongar o tempo de
cultivo dos isolados bacterianos para realizar a deteccao da
B-exotoxina, visto que os sobrenadantes bacterianos coletados
em fases mais tardias de cultivo causaram maior taxa de
mortalidade e levaram a um menor peso médio das lagartas
de S. frugiperda, indicando que provavelmente nestes tempos
a producao ou a secregao de B-exotoxina foram maiores.

Além disso, como estas cepas produzem p-exotoxina, nao

sao aconselhadas para serem utilizadas na formulacao de
biopesticidas.

13
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Conclusao

A producao de B-exotoxina por cepas de Bacillus thuringiensis
e influenciada pelo tempo de cultivo, e o tempo no qual é
detectada a presenca da -exotoxina nos sobrenadantes através
dos bioensaios € variavel entre as cepas.
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