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RESUMO

A bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) considerada o patdégeno de insetos de maior
sucesso, € muito estudada devido suas propriedades inseticidas no controle de mosquitos
vetores de doencas ao homem. Para producéo de um biolarvicida a base de B. thuringiensis a
partir de linhagens isoladas de diferentes ambientes, € necessario conhecer as condi¢Oes de
crescimento de cada linhagem, para assim, obter um bom rendimento de toxinas/proteinas
inseticidas, com custo de produgéo reduzido. Logo, este trabalho teve por objetivo obter os
parametros de crescimento, fisicos e quimicos, em laboratério para linhagens de B.
thuringiensis ativas a mosquitos vetores de doengas. Dezoito combinacGes de pH e
temperaturas foram testadas para obtencdo das melhores condicGes de crescimento para cada
um dos trés melhores isolados do Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo
(BBENMA), BtMA-690, BtMA-750 e BtMA-1114. Para comprovacao das melhores condigcdes
de crescimento foi realizada a quantificagdo do in6culo para obtencdo da concentracdo de
esporos/mL e a determinacdo da massa celular (g/L). Foram utilizadas em bioensaios com
larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), para confirmagdo de toxicidade, as CLso dos trés
isolados cultivados nas condic¢des extremas de temperatura (26 °C e 36 °C) com os pH (6,0, 7,0
e 8,0), assim como, as duas melhores condicGes de crescimento de cada isolado. Os isolados
BtMA-690 e BtMA-750 mostraram melhores condi¢6es de crescimento nas combinacgdes de 34
°C com pH 8,0 para concentracdo de esporos/mL e 30 °C com pH 6,0 para massa celular,
enguanto, o BtMA-1114 apresentou crescimento mais satisfatorio na temperatura de 28 °C com
pH 7,0 para concentracdo de esporos/mL e 34 °C com pH 6,0 para massa celular. Para BtMA-
690, verificou-se que das condi¢cbes extremas a maior mortalidade encontrada foi de 35% até
72 horas, obtida da combinagdo 26 °C com pH 6,0. Observou-se ainda, mortalidade inferior a
20% para as melhores condicdes de massa celular e concentracdo de esporos/mL. Para o BtMA-
750 houve mortalidade acima de 90% com 72 horas de experimento, para quase todas as
condicdes extremas, assim como, para as melhores condi¢des de crescimento para massa celular
e concentracdo de esporos/mL. Por outro lado, para 0 BtMA-1114, nas condigdes extremas a
maior mortalidade foi 14% com 72 horas, obtida somente para a combinac¢do 36 °C com pH 7,0
e inferior a 10% e 40% para as melhores condi¢Ges de crescimento para massa celular e
concentracdo de esporos/mL, respectivamente. Os resultados encontrados possibilitardo
melhorar as atividades de controle de larvas de mosquitos, promovendo a producdo de
inseticidas biologicos de baixo custo, por meio da otimizacdo do crescimento das linhagens de
B. thuringiensis em laboratério.

Palavras-chave: Bactéria entomopatogénica. Controle biologico. Arboviroses. Vetor.



ABSTRACT

The bacterium Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) considered the most successful insect
pathogen, is much studied due to its insecticidal properties in the control of mosquito vectors
of human diseases. In order to produce a biolarvicide based on B. thuringiensis from isolated
strains from different environment, it is necessary to know the growth conditions of each strain,
in order to obtain a good yield of insecticidal toxins/proteins, with reduced production costs.
Therefore, this work aimed to obtain the growth parameters, physical and chemical, in the
laboratory for strains of B. thuringiensis active on disease vector mosquitoes. Eighteen pH and
temperature combinations were tested to obtain the best growth conditions for each of the three
best isolates from the Banco de Bacilos Entomopatogénico do Maranhdao (BBENMA), BtMA-
690, BtMA-750 and BtMA-1114. To prove the best growth conditions, the inoculum was
quantified to obtain the spore concentration/mL and the determination of the cell mass (g/L).
In bioassays with Aedes aegypti larvae (Linnaeus, 1762), to confirm toxicity, the LC50 of the
three isolates cultivated under extreme conditions of temperature (26 °C and 36 °C) with pH
(6.0, 7, 0 and 8.0), as well as the two best growth conditions for each isolate. BtMA-690 and
BtMA-750 isolates showed better growth conditions in combinations of 34 °C with pH 8.0 for
spore concentration/mL and 30 °C with pH 6.0 for cell mass, while BtMA-1114 showed more
satisfactory growth at a temperature of 28 °C with pH 7.0 for spore concentration/mL and 34
°C with pH 6.0 for cell mass. For BtMA-690, it was verified that among the extreme conditions
the highest mortality found was 35% up to 72 hours, obtained from the combination of 26 °C
with pH 6.0. It was also observed, mortality lower than 20% for the best conditions of cell mass
and concentration of spores/mL. For BtMA-750 there was mortality above 90% with 72 hours
of experiment, for almost all extreme conditions, as well as for the best growth conditions for
cell mass and concentration of spores/mL. On the other hand, for BtMA-1114, under extreme
conditions, the highest mortality was 14% at 72 hours, obtained only for the combination of 36
°C with pH 7.0 and less than 10% and 40% for the best growth conditions for cell mass and
spore concentration/mL, respectively. The results found will make it possible to improve
mosquito larvae control activities, promoting the production of low-cost biological insecticides,
by optimizing the growth of B. thuringiensis strains in the laboratory.

Keywords: Entomopathogenic bacteria. Biological control. Arboviruses. Vector.
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1. INTRODUCAO

O controle de mosquitos vetores de agentes patogénicos ao homem, como Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762), Anopheles darlingi Root, 1926 e Culex quinquefasciatus Say, 1823,
vetores da Dengue, Maléria e Filariose linfatica respectivamente, é um desafio de satude publica
nacional (FERREIRA; CASTRO, 2016; LIMA-CAMARA, 2016; BRASIL, 2020; 2021).

Sdo discutidas novas alternativas para o controle dessas espécies, pois ha diversos
estudos que comprovam a resisténcia das populacfes desses mosquitos a diferentes classes de
inseticidas quimicos (FLORES-SUAREZ et al., 2016; MOYES et al., 2017; VARGAS et al.,
2022). Com isso, hd necessidade de substituicdo da utilizacdo de inseticidas quimicos,
sobretudo pelos inseticidas bioldgicos, os quais sdo considerados ecologicamente seguros
(SCOPEL; ROZA-GOMES, 2011; GUO et al., 2015; BRUHL et al., 2020).

Dentre o universo de agentes de controle bioldgico, a espécie Bacillus thuringiensis
(Berliner, 1911) é o patdgeno de insetos de maior sucesso, pois apresenta multiplas vantagens,
principalmente quando comparado ao controle quimico, que ocasionam sérios problemas a
salide humana e ao meio ambiente (ALVES, 1998; POLANCZYK; ALVES, 2003; BRAVO et
al., 2011; SOARES-DA-SILVA et al., 2017; PENA; PAMPHILE; OLIVEIRA, 2022).

A bactéria B. thuringiensis é muito estudada pela comunidade cientifica, devido suas
propriedades inseticidas, pois apresenta cristais proteicos que sdo formados por 6-endotoxinas,
proteinas Cry e/ou Cyt, 0s quais sdo toxicos para uma ampla gama de insetos, porém de forma
especifica para cada grupo (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; BEN-DOV, 2014; HECKEL,
2020).

Essa bactéria possui um grande potencial no controle de mosquitos vetores e, diversas
linhagens ja foram isoladas com atividade especifica para mosquitos em diferentes partes do
mundo, principalmente em estudos com larvas de A. aegypti (CAMPANINI et al., 2012; EL-
KERSH et al., 2016; SOARES-DA-SILVA et al., 2017; LOBO et al., 2018; VIEIRA-NETA et
al., 2021).

Devido a boa efetividade de B. thuringiensis no controle de vetores, diversos estudos
foram realizados no sentido de buscar formas alternativas para producdo dessa bactéria em
condicdo de laboratorio (PEREIRA; MARTINS, 2016; MOURAO, 2017; LOBO et al., 2018;
VIEIRA-NETA et al., 2021). A escolha do meio de cultivo adequado, e a otimizagdo das
condicdes de crescimento de cada linhagem é extremamente importante para o sucesso de
producdo da bactéria. O crescimento ideal das linhagens da bactéria, deve proporcionar a
méaxima produg&o dos cristais toxicos, com custo minimo de insumos em laboratério (COUCH,
2000; MOURAO, 2017).



12

Atualmente, o Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo (BBENMA) € um
dos maiores da regido Nordeste do Brasil, e dispde de linhagens com elevada toxicidade em
larvas de vetores de doencas, as quais foram isoladas de diferentes biomas (VIANA et al., 2021;
VIEIRA-NETA et al., 2021).

Devido essas linhagens terem sido isoladas de biomas diferentes, é preciso buscar as
condicdes fisicas e quimicas necessarias para 0 melhor crescimento de cada uma, para assim
também melhorar a atividade larvicida. A otimizacao de crescimento da bactéria em laboratério
pode subsidiar a producéo futura de bioproduto maranhense, de baixo custo, para o controle de

mosquitos vetores.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1.  Mosquitos e sua importancia epidemioldgica

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Culicidae, para qual s&o
conhecidas atualmente 3.619 espécies, classificadas em duas subfamilias: Anophelinae, com
trés géneros e Culicinae com 110 géneros, os quais possuem ampla dispersao e adaptabilidade,
sendo distribuidas em todo o globo terrestre e apresentando maior diversidade em ambientes de
floresta tropical (HARBACH, 2022).

Historicamente, o grupo atrai atencdo devido seu papel na transmissdo de muitos
patdgenos importantes a0 homem, como virus, bactérias, protozoarios e nematddeos,
contribuindo para graves problemas de salde publica. Os mosquitos sdo a causa indireta de
mais morbidade e mortalidade entre os seres humanos do que qualquer outro grupo de
organismos (HARBACH, 2022).

Entre as principais doencas as quais 0s mosquitos sdo vetores dos agentes etioldgicos
estdo a Dengue, Zika, Chikungunya, Febre amarela, Maléaria e Filariose (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; WHO, 2017; 2020). Essas doencas tém como principais
vetores de seus agentes patogénicos ao homem os mosquitos dos géneros Aedes Meigen, 1818,
Anopheles Meigen, 1818 e Culex Linnaeus, 1758. Uma das espécies mais estudadas é o A.
aegypti, devido a seu papel como principal vetor de arboviroses (CONSOLI; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994; TERRA et al., 2017). O A. aegypti é o vetor que apresenta 0 maior risco
de transmisséo de arbovirus nas Américas (PAHO/WHO, 2022).

2.2.  Aedes aegypti e a transmissdo de patdgenos
Oriundo do Velho Mundo, o A. aegypti € um mosquito originalmente descrito no Egito,

0 qual possui atualmente distribuicdo mundial, ocorrendo em regides tropicais e subtropicais.
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No Brasil, a espécie foi introduzida durante o periodo colonial, provavelmente na época do
trafego de escravos (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

E um mosquito altamente domiciliado e antrop6filo, que vive diretamente associado as
habitacdes humanas, se reproduzindo em qualquer recipiente artificial ou natural que contenha
agua, mostrando-se capaz de usar diferentes tipos de micro-hébitat, o que facilita a sua
dispersdo. Sua presenca é mais comum em &reas urbanas e a infestacdo é mais intensa em
regibes com alta densidade populacional, principalmente, em areas com ocupacéo desordenada,
onde as fémeas tém mais oportunidades para alimentacdo e uma maior quantidade de criadouros
para desovar (FORATTINI, 2002; FERREIRA-KEPPLER et al., 2017; BRASIL, 2022a;
PAHO/WHO, 2022) (Figura 1).

Figura 1: Fémea do mosquito Aedes aegypti.

Fonte: CDC (Centers for Disease Control and
Prevention).

O A. aegypti ja foi encontrado infectado por multiplos patdgenos. No Brasil, 0 mosquito
é transmissor de diferentes agentes patogénicos ao homem, como virus da Dengue, Zika,
Chikungunya, Febre Amarela Urbana, entre outros (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994; FORATINNI, 2002; BRASIL, 2022a). A transmissdo desses patdgenos ao homem se da
pela picada das fémeas do A. aegypti infectadas, que adquirem o patdgeno ap6s o repasto
sanguineo em um individuo ou animal infectado (FORATINNI, 2002).

A Dengue é a infeccdo viral mais prevalente transmitida por esse mosquito no mundo,
sua incidéncia tem crescido nas ultimas décadas, e atualmente cerca de metade da populagéo
mundial corre risco de contrair a doenca, estima-se 3,9 bilhdes de pessoas em mais de 129
paises (WHO, 2022). Esta, é reconhecida como um dos principais problemas de satde publica
nas Ameéricas, principalmente no Brasil. No ano de 2022, até 472 semana epidemioldgica, foi
registrado mais de 1 milh&o de casos provaveis da doenca, sendo confirmados 1.410 casos de
Dengue grave e 975 obitos (BRASIL, 2022b).
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As doencas Zika e Chikungunya também preocupam os 6rgdos de saude publica do
mundo. No Brasil, até a semana epidemioldgica 46 de 2022 ocorreram 9.256 casos provaveis
de Zika, sendo confirmado um ébito. Com relacdo aos dados de Chikungunya, até a semana
epidemioldgica 47 de 2022 ocorreram 170.199 casos provaveis da doenga, sendo confirmados
85 oObitos (BRASIL, 2022b).

2.3.  Controle de mosquitos vetores de doencas

A distribuicdo geogréafica das arboviroses esta diretamente relacionada a expanséo do
mosquito vetor, e para diminuir o0 avanco dessas doengas o foco principal sdo os esforgos de
controle dos mosquitos, sendo considerada uma das melhores estratégias. Contudo, um método
efetivo para o controle desses insetos ainda constitui um grande desafio para os 6rgaos de saude
publica em todo mundo (WHO, 2017).

Devido o papel dos mosquitos na transmissao de patdgenos ao homem, o conhecimento
acerca do controle dessas espécies € amplamente estudado. Historicamente, no Brasil, 0
combate dos mosquitos vetores é feito com aplicacdes de inseticidas quimicos. Ha varias
décadas, o controle quimico tem sido a estratégia mais empregada para suprimir populacdes de
vetores durante campanhas de saude publica contra doengas (VALLE; PIMENTA; CUNHA,
2015; BORGES, 2018).

O controle quimico, utilizando larvicidas e inseticidas para matar as larvas e mosquitos
adultos inclui os organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrdides. No entanto, a
utilizacdo destes de maneira prolongada e intensiva vem apresentando desvantagens: causam
desequilibrio nos ecossistemas, promovem a selecdo de populagdes de mosquitos resistentes,
além de serem toxicos ao homem (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; BORGES, 2018;
PENA; PAMPHILE; OLIVEIRA, 2022).

Diante deste cenario, tém-se buscado métodos alternativos de controle que sejam mais
eficazes e ecologicamente seguros. Assim, o controle biolégico vem ganhando notoriedade por
se apresentar como uma alternativa segura, além de reduzir a densidade populacional dos
insetos, apresenta baixo impacto ambiental, menor chance de levar a resisténcia e atua de forma
especifica (ALVES, 1998; ERTHAL-JUNIOR; GUARUS, 2011; BRUHL et al., 2020).

Vérias pesquisas vém sendo realizadas em busca de alternativas bioldgicas para o
controle de mosquitos vetores, e a utilizacdo de bactérias entomopatogénicas vem destacando-
se mundialmente como principal medida, por possuirem grande potencial no controle bioldgico

de insetos (LACEY et al., 2015). Dentre estas, a bactéria B. thuringiensis, considerada a espécie
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de maior interesse, representa o principio ativo mais promissor, principalmente por seu
mecanismo de acdo especifico (ALVES, 1998; MARRONE, 2019; HECKEL, 2020).

2.4.  Bacillus thuringiensis no controle de mosquitos

O B. thuringiensis, pertencente a familia Bacillaceae, é uma bactéria gram-positiva,
aerobica facultativa, em forma de bastonete, que cresce na faixa de temperatura de 10 a 45 °C,
formadora de esporos elipticos e cilindricos e que tem a capacidade de produzir, durante a
esporulacdo, inclusdes cristalinas altamente especificas, que sdo responsaveis pela atividade
toxica desta bactéria (ALVES, 1998).

A bactéria B. thuringiensis € isolada em todo o planeta, de diversos substratos, tais
como: solo, insetos mortos, plantas, entre outros, sendo uma das espécies mais utilizadas na
fabricacdo de inseticidas bioldgicos e nas aplicacdes de técnicas biotecnoldgicas para o controle
de insetos em todo 0 mundo (POLANCZYK; ALVES 2003; GALZER; AZEVEDO-FILHO,
2016; LIU et al., 2016).

A acdo inseticida de B. thuringiensis é conferida pela presenca de cristal de proteinas
produzido durante a fase de esporulacdo, que atuam como toxinas (ALVES, 1998;
POLANCZYK; ALVES, 2003) (Figura 2). Essas proteinas sdo conhecidas como o-
endotoxinas, que sdo compostas de duas familias multigénicas, as proteinas Cry (Crystal) e Cyt
(Citoliticas), as quais sdo toxicas a insetos de diferentes ordens (HOFTE; WHITELEY, 1989;
ALVES, 1998; BADRAN et al., 2016; SOBERON et al., 2016).

Figura 2: Fotomicrografia eletrbnica de Bacillus
thuringiensis em final de esporulacdo, com a visualizacéo do
cristal de proteina e esporo.

Cristal proteico

Esporo

Fonte: Adaptado de Rabinovitch; Oliveira (2015).
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As proteinas Cry produzidas pelo B. thuringiensis tornam-se toxicas aos insetos alvo
quando sdo ingeridas pelas larvas. Apos a ingestdo das inclusdes cristalinas ocorre a
solubilizacdo dos cristais proteicos em pH alcalino no intestino médio das larvas liberando
protoxinas, que apos se tornarem toxicas, formam poros na membrana celular do epitélio
intestinal, provocando desequilibrio idnico, aumentando a absor¢do de &gua, ruptura e
desintegracdo das células do intestino médio, levando o inseto a paralisia e, consequentemente
a morte (GLARE; O’°CALLAGHAM, 2000; FIUZA, 2009) (Figura 3).

As toxinas Cyt sdo codificadas pelos genes cyt. Diferente das toxinas Cry, ndo se ligam
aos receptores, mas se inserem diretamente na membrana celular, potencializando a acao
inseticida das proteinas Cry (PEREZ et al., 2005; SANTOS et al., 2012).

Figura 3: Representacdo esquematica do modo de acdo das toxinas de Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis em larva de mosquito.
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membrana aplual dgs Lﬁ]lllé?.s 5. Larva
colunares do intestino médio infectada morre
por inani¢do

A utilizacdo do controle biol6gico, por meio do uso de B. thuringiensis € uma das

Fonte: VIANA et al., 2021.

alternativas mais recomendadas. A patogenicidade da bactéria e 0 modo seletivo de acdo, torna
a sua aplicacdo segura, viavel e eficaz, pois essa bactéria apresenta toxicidade elevada contra
mosquitos, seguranca ambiental, além de estarem em constante evolucdo, o que dificulta o
surgimento de populagdes de insetos resistentes (BRAVO et al., 2011; LACEY et al., 2015;
BADRAN et al., 2016).

Contudo, o alto custo de producao de inseticidas a base de B. thuringiensis, em relacdo
aos inseticidas quimicos, a especificidade de acéo e a baixa persisténcia do efeito larvicida em
condicdo de campo, sdo alguns dos fatores que limitam o uso desses inseticidas biologicos
(DEVIDAS; PANDIT; VITTHALRAO, 2014; MOURAO, 2017; SCHMITT, 2018).

Devido ao problema do elevado custo dos bioinseticidas derivados desse

entomopatogeno, a sua utilizacdo é pouco difundida no Brasil, comparada aos paises
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desenvolvidos. Logo, para a ampliagcdo do emprego de larvicidas microbianos em programa de
controle de vetores, é necessario, implementacdo de estratégias para a diminui¢do dos custos
de sua producéo (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

A busca por novas linhagens de B. thuringiensis € realizada em diferentes laboratorios
de todo o mundo, com intuito de obter isolados que estejam adaptadas as condigdes locais de
cada regido (REGIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2005; ARAUJO et al., 2007; SOARES-
DA-SILVA et al., 2015; 2017; LOBO et al., 2018; VIEIRA-NETA et al., 2021).

O Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo (BBENMA) dispGe de linhagens
com elevada toxicidade em larvas de A. aegypti, as quais foram isoladas de diferentes biomas,
Cerrado, Caatinga e Amazobnia, que apresentam caracteristicas quimicas diferenciadas
(SOARES-DA-SILVA et al., 2017; LOBO et al., 2018; VIEIRA-NETA et al., 2021). O que
torna importante o estudo sobre as condicdes ideias de crescimento para cada um desses

isolados, para um melhor rendimento bacteriano de forma especifica.

2.5. Parametros de crescimento bacteriano

Um pardmetro importante na selecdo das linhagens de B. thuringiensis, é a adequacao
do crescimento bacteriano em laboratério, como a verificacdo das exigéncias nutricionais de
cada linhagem de forma especifica, pois por meio da identificacdo das condicdes fisicas e
quimicas necessarias para o melhor crescimento de cada uma, como a temperatura e o pH, é
possivel buscar as fontes alternativas corretas, e por fim obter um menor custo de producao
(ENGELKIRK, 2012; TORTORA et al., 2016).

Pode haver uma variacdo em relagcdo aos parametros de crescimento de diferentes
linhagens, o que, muitas vezes, dificulta a extrapolacao dos resultados obtidos para um isolado.
Diante disso, € necessario otimizar as condi¢des de crescimento para cada um separadamente,
por meio desses resultados é possivel alcancar um melhor rendimento no crescimento
bacteriano (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

O controle dos parametros temperatura e pH sdo fundamentais para o cultivo de B.
thuringiensis, sendo essencial para o desenvolvimento da bactéria. A maioria das linhagens de
B. thuringiensis crescem em temperaturas entre 15 e 45 °C, podendo também desenvolverem-
se em uma ampla faixa de pH entre 5,5 e 8,5 (BERNHARD; UTZ, 1993 apud PANAROTTO,
2006, p. 72). Diversos estudos tém testado a influéncia dos parametros operacionais

temperatura e pH sobre o crescimento, a esporulacdo e a producdo de endotoxinas de B.
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thuringiensis descrevendo valores ideais para diferentes linhagens (OZKAN et al., 2003;
PANAROTTO, 2006; KONG et al., 2020; PAN et al., 2021).

Portanto, como passos iniciais para a producdo de um biolarvicida a base de B.
thuringiensis a partir de linhagens isoladas de diferentes biomas, € necessario conhecer as
condigBes de crescimento de cada linhagem, para assim, obter um bom rendimento de
toxinas/proteinas inseticidas, com custo de producéo reduzido.

Desta forma, a pesquisa teve a finalidade de estabelecer os parametros de crescimento
dos isolados de B. thuringiensis, do Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranh&o, com

0 objetivo de selecionar as melhores condic¢des para producédo de inseticidas biolégicos.

3. OBJETIVOS

3.1.  Obijetivo geral

e Obter as condic¢Bes 6timas de crescimento para linhagens de Bacillus thuringiensis com
elevada toxicidade para mosquitos vetores de doencas negligenciadas, em condi¢des de
laboratério.

3.2.  Objetivos especificos

e Conhecer os parametros de crescimento fisicos e quimicos, pH e temperatura, em
condicBes de laboratério para linhagens de Bacillus thuringiensis ativas a mosquitos
vetores;

e Comparar a toxicidade de Bacillus thuringiensis crescidos em diferentes condicdes de
pH e temperatura por meio de testes com a Concentracao Letal Mediana - CLso;

e Avaliar a atividade larvicida dos isolados de Bacillus thuringiensis maranhenses
cultivados nas melhores condi¢fes para obtencdo de massa celular e esporos, em larvas

de Aedes aegypti.

4. MATERIAL E METODOS
4.1.  Selecdo dos Isolados de Bacillus thuringiensis para estudo dos parametros de
crescimento.

As linhagens de B. thuringiensis utilizadas neste trabalho foram selecionadas do Banco
de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo (BBENMA), mantidas no Laboratério de
Entomologia Médica-LABEM do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade
Estadual do Maranh&o (CESC-UEMA). O banco de bacilos dispde atualmente de cerca de 1.500

isolados de B. thuringiensis provenientes dos biomas Amazonia, Cerrado e Caatinga, dos
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ecossistemas Mangue e Restinga do estado do Maranhé&o, e do bioma Caatinga do estado do

Piaui, obtidos de amostras isoladas do solo, agua e insetos mortos (Figura 4).

Figura 4: Fitas de papel filtro impregnadas com suspensdo esporos/cristal de
Bacillus thuringiensis armazenados em microtubos (A), estoque dos
microtubos em caixas de criopreservacdo (B), isolados depositados no Banco
de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo (C).

A | . i Al.'l'
Fonte: Acervo do LABEM.

Foram utilizadas trés linhagens de B. thuringiensis do BBENMA, BtMA-690, BtMA-
750 e BtMA-1114 (Tabela 1), as quais apresentaram maior toxicidade comprovada contra
larvas de A. aegypti, pois para essas linhagens obteve-se menores valores de Concentragéo Letal
Mediana - CLsg, de 0.004 mg/L (0.003-0.006), 0.041 mg/L (0.0300-0.063) e 0.025 mg/L
(0.019- 0.030), respectivamente, quando cultivadas em meio de cultura comercial, mantidas sob
as mesmas condicdes de crescimento (SOARES-DA-SILVA et al., 2015, 2017; VIANA et al.,
2021). Alem disso, na caracterizacdo molecular dessas linhagens foi possivel verificar a
presenca de genes que codificam para toxinas inseticidas, com diferentes perfis génicos,
incluindo combinacdes de toxinas Cry e Cyt (VIEIRA-NETA, 2016; SOARES-DA-SILVA et
al., 2017).

Tabela 1: Linhagens de Bacillus thuringiensis do Banco de Bacilos Entomopatogénicos do
Maranhdo com os respectivos dados de origem, selecionados para estudo com parédmetros de
crescimento.

ISOLADOS Substrato Origem Bioma
BtMA-690 Solo Duque Bacelar-MA Cerrado
BtMA-750 Solo S&o0 José de Ribamar-MA Amazonia
BtMA-1114 Inseto/Coleoptera Mirador-MA Cerrado

Fonte: De autoria propria.

4.2.  Avaliacéo dos fatores de crescimento de linhagens de Bacillus thuringiensis
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Os trés isolados selecionados foram submetidos a diferentes condi¢fes de pH e

temperatura, para verificar as melhores condicGes de crescimento de cada uma das linhagens.

4.2.1. Determinacéao do pH e temperatura

Ap6s crescimento em oito placas contendo meio Agar Nutriente por 24 horas em estufa
bacterioldgica, todo o contelido de cada isolado foi raspado com auxilio de alga de platina e
inoculado em 200 mL de meio Caldo Nutriente enriquecido com solucdo de sais e,
posteriormente, incubado em agitador rotativo (Shaker) a 200 rpm, por cerca de cinco dias, até
ser verificada a completa esporulagdo dos mesmos. Cada linhagem foi submetida a dezoito
diferentes combinacGes, sendo testados trés de pH (6,0; 7,0 e 8,0), combinado com seis
temperaturas diferentes (26 °C, 28 °C, 30 °C, 32 °C, 34 °C e 36 °C), como demonstrado a seguir
(Figura 5):

Figura 5: Esquema das diferentes combinacBes de pH e temperaturas as quais 0s
isolados de Bacillus thuringiensis foram cultivados.

6,0 7,0 8,0

26° 28° 30° 32° 34° 36°

pH Temperatura (°C)

Fonte: De autoria propria.

Para ajustar o pH do meio de cultura, que é originalmente 6,0, foi utilizada uma solucgéo
de hidroxido de sodio a 0,5 M.

Para comprovacao das melhores condi¢Ges de crescimento de cada isolado testado, foi
realizada a quantificacdo de inoculo para obtencdo da concentracdo de esporos/mL, alem da
determinacdo da massa celular (g/L). A quantificacdo de indculo foi realizada através da técnica
de placas de contagem por dilui¢éo sucessiva, de acordo com a metodologia descrita por Alves
e Moraes (1998), que consiste na preparacao de diluices seriadas a partir da cultura original e
plagueamento de 0,1 mL de cada diluicdo com auxilio de al¢a de Drigalsky em trés réplicas. As
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placas foram incubadas em estufa bacterioldgica por cerca de 24 horas e feita a contagem de
coldnias para determinacdo de esporos viaveis, para o calculo foram selecionadas as placas que
continham de 30 a 300 colbnias, sendo esse numero multiplicado pela diluicdo que a placa
representa.

Para analise da massa celular foram centrifugados os 200 mL do fermentado (meio de
cultura + células bacterianas) a 5.000 rpm por 20 minutos, sendo a centrifugacgdo realizada até
a completa totalidade do contetido bacteriano. Em seguida foram realizadas trés lavagens com
agua estéril, o sobrenadante foi descartado, o pellet congelado e liofilizado por cerca de oito
horas em aparelho liofilizador Enterprise (Terroni) e utilizado para o calculo da massa celular,
a qual foi expressa em g/L.

Os procedimentos descritos anteriormente foram realizados no Laboratério de
Entomologia Médica-LABEM do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade
Estadual do Maranhdo (CESC-UEMA). A liofilizagdo foi realizada no Laboratério de
Alimentos do Instituto Federal do Piaui (IFPI), campus Teresina zona Sul.

4.3. Bioensaios de confirmacéo de toxicidade com isolados de Bacillus thuringiensis
obtidos de diferentes condicGes de crescimento.

Foram realizados dois bioensaio para cada isolado, no primeiro foram testadas as CLsg
dos isolados cultivados nas condigdes extremas de temperatura com os trés pH, e no segundo,
foram testados os cultivos das melhores condi¢cdes de crescimento, que corresponde a
temperatura e pH com melhor rendimento de massa celular (g/L) e concentracdo de esporos/mL.

Para a realizagdo dos bioensaios, dos isolados liofilizados cultivados nas diferentes
combinacgOes de temperatura e pH, foram preparadas duas solugdes, de 5000 mg/L (solucéo I)
e 50 mg/L (solucdo 1), a partir da qual foram utilizadas as CLso dos isolados BtMA-690, BtMA-
750 e BtMA-1114, de 0.004 mg/L, 0.041 mg/L e 0.025 mg/L (SOARES-DA-SILVA et al.,
2015, 2017; VIANA et al., 2021), respectivamente.

4.3.1. Bioensaio com isolados de Bacillus thuringiensis crescidos em condicGes

extremas de temperatura

As CLso testadas foram obtidas dos isolados cultivados nas condig¢bes extremas de
temperatura (26 °C e 36 °C) com os pH 6,0; 7,0 e 8,0.
Para cada combinacgéo de fatores de crescimento, foi preparado um bioensaio, 0s quais

consistiram em uma repeticéo, com réplica de cinco copos plasticos com o volume final de 150
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mL de agua, 20 larvas de A. aegypti de terceiro estadio, obtidas do insetario da UFMA/Codo, e
a CLsp de cada isolado. Para cada bioensaio, foi preparado um controle negativo, que consistiu
em uma réplica, sem inoculacdo de bactéria. Nesta etapa foram realizados seis bioensaios para
cada isolado, um de cada combinacdo dos fatores pH e temperatura, totalizando 18 testes,
considerando os trés isolados.

Foram realizadas leituras de mortalidade das larvas nos intervalos de 24, 48 e 72 horas
apos a aplicacdo da solucao da bactéria. Nas leituras foram consideradas mortas, as larvas que
ndo responderam ao toque com palitos estéreis, sendo contados todos os individuos vivos e
mortos, obtendo desta forma o percentual de mortalidade das larvas (DULMAGE et al., 1990).

Os testes foram realizados sob condi¢des controladas, com temperatura em média de
28 = 2 °C e fotofase de 12 horas.

4.3.2. Bioensaio com isolados de Bacillus thuringiensis cultivados nas melhores

condicges de crescimento

As CLsp dos isolados testados foram obtidas a partir de cultivos nas melhores condigoes
de crescimento das linhagens bacterianas, ou seja, condi¢es de melhores rendimento de massa
celular (g/L) e de esporos/mL. Sendo elas, as combinagdes de 34 °C com pH 8,0 e 30 °C com
pH 6,0 para os isolados BtMA-690 e BtMA-750, e as combinacdes 28 °C com pH 7,0 e 34 °C
com pH 6,0 para o BtMA-1114.

Os bioensaios com as condigdes ideais seguiram a mesma metodologia do anterior, no
entanto, sendo realizados dois bioensaios para cada combinacdo dos isolados, em ambientes e
populacbes de A. aegypti diferentes. O primeiro bioensaio foi executado no Laboratério de
Biologia da UFMA/Cod6 com larvas de A. aegypti obtidas da criacdo mantida no laboratorio.
E o segundo bioensaio, foi executado no Laboratério de Entomologia Médica-LABEM da

UEMA/Caxias, com larvas de A. aegypti obtidas da criacdo mantida pelo laboratorio.

4.4.  Manutencdo de Aedes aegypti em laboratdrio para realizacdo dos bioensaios
Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizadas larvas de terceiro estadio de A. aegypti,
as quais foram obtidas da criacdo mantida no Laboratorio de Biologia da UFMA/Codé e do
Laboratdrio de Entomologia Médica-LABEM da UEMA/Caxias. As larvas foram criadas sob
condigBes controladas, com temperatura em média de 28 + 2 °C e fotofase de 12 horas, de
acordo com o protocolo de Consoli e Lourenco de Oliveira (1994), Forattini (2002) e Pinheiro
e Tadei (2002).
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Os ovos dos mosquitos previamente armazenados em papel-filtro foram colocados para
eclosdo em bacias de plastico contendo &gua. As larvas que eclodiram receberam alimento
constituido de racdo para gato triturada e, trés vezes por semana foi realizada a limpeza das
bacias plasticas, com a troca de agua, para evitar a formacdo de pelicula de gordura e a
proliferacdo de microrganismos. As larvas permaneceram nas bacias até chegar ao 3° estédio,
e retiradas para serem utilizadas nos experimentos. Os exemplares ndo utilizados nos
bioensaios, foram deixados nas bacias até atingir o estagio de pupa, momento no qual foram
levados para as gaiolas para emergéncia dos adultos.

Os mosquitos adultos foram mantidos para a reproducéo e reposic¢ao do estoque de ovos
em laboratdrio. Machos e fémeas foram alimentados com solucdo de &gua e acucar a 10%,
umedecida em algoddo. Adicionalmente, para as fémeas foi oferecido o repasto sanguineo, que
€ necessario para a maturacdo dos ovos. As fémeas ingurgitadas sdo postas para desovar em
copos revestidos com papel-filtro umedecido para evitar dessecacdo dos ovos. Apds o periodo
de oviposi¢do, em média de trés a cinco dias, as desovas foram retiradas e armazenadas em
local apropriado no insetario, conservadas em local seco e protegido. Quando necessarias larvas
para a realizacdo dos bioensaios, os ovos foram transferidos para bandejas contendo agua e

alimento, seguindo 0 mesmo ciclo de atividades mencionado anteriormente.

5. RESULTADOS
5.1. Avaliacdo dos fatores de crescimento de linhagens de Bacillus thuringiensis
A partir da submissdo dos isolados BtMA-690, BtMA-750 e BtMA-1114 a dezoito
diferentes combinacGes de pH e temperatura foi observada a melhor condicéo de crescimento
para cada um deles.
O isolado BtMA-690 mostrou melhores condi¢des de crescimento na combinacdo dos
fatores pH 8,0 com temperatura 34 °C, com concentragio de 6,40 x 107 esporos/mL e na

combinacédo pH 6,0 com temperatura 30 °C com 0,9 g/L de massa celular (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Concentracdo de esporos/mL do isolado BtMA-690 em diferentes combinagdes de pH e
temperatura.
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Figura 7. Massa celular (biomassa) do isolado BtMA-690 em diferentes combinagdes de pH e temperatura.

Massa celular (Biomassa) g/L - isolado BtMA-690
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O BtMA-750 na combinacdo pH 8,0 com temperatura 34 °C apresentou crescimento
mais satisfatorio, obtendo concentragio de 6,70 x 107 esporos/mL e na combinag&o pH 6,0 com
temperatura 30 °C algando 1,065 g/L de biomassa (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Concentracdo de esporos/mL do isolado BtMA-750 em diferentes combinacBes de pH e
temperatura.
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Figura 9. Massa celular (biomassa) do isolado BtMA-750 em diferentes combinacdes de pH e temperatura.

Massa celular (Biomassa) g/L - isolado BtMA-750
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O BtMA-1114 teve melhor crescimento bacteriano com os fatores combinados de pH
7,0 com temperatura 28 °C, para a qual obteve-se concentragdo de 2,40 x 107 esporos/mL e,
nos fatores pH 6,0 com temperatura 34°C atingindo 0,99 g/L de massa celular (Figuras 10 e
11).



Figura 10. Concentragdo de esporos/mL do isolado BtMA-1114 em diferentes combinacfes de pH e
temperatura.
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Figura 11. Massa celular (biomassa) do isolado BtMA-1114 em diferentes combinac@es de pH e temperatura.

Massa celular (Biomassa) g/L - isolado BtMA-1114
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Fonte: De autoria propria.

5.2.  Confirmagao de toxicidade dos isolados

5.2.1. Bioensaio com isolados crescidos em condigdes extremas de temperatura

26
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Por meio dos bioensaios realizados com os isolados BtMA-690, BtMA-750 e BtIMA-
1114, crescidos nas condig¢des extremas de temperatura (26°C e 36°C) com os pH 6,0; 7,0 e 8,0
obteve-se diferentes resultados para as trés linhagens testadas.

Verificou-se, que das seis combinacdes testadas do BtMA-690, cinco delas
apresentaram atividade larvicida, porém, a maior mortalidade encontrada foi de 35% até 72
horas, obtida da combinagéo 26 °C com pH 6,0 sendo, para as demais, encontrada mortalidade
inferior (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti em bioensaios com o BtMA-690
crescido em condigOes extremas de temperatura.

Mortalidade (%)

Isolado T (°C) pH 24h 48h 72h
6,0 2% 11% 35%

26°C 7,0 1% 1% 1%

8,0 3% 7% 14%

BtMA-690

6,0 1% 18% 19%

36°C 7,0 0% 0% 0%

8,0 6% 22% 30%

Fonte: De autoria propria.

Para o BtMA-750, todas as combinacBes apresentaram atividade larvicida, havendo
mortalidade acima de 90% para quase todas as condi¢cBes com 72 horas de experimento, com
excecao da combinagéo 26 °C com pH 8,0, a qual apresentou mortalidade de 36%. Observa-se
que as condicOes de temperatura 36 °C com os pH 8,0 e 6,0 obtiveram mortalidade de 100%

com apenas 24 e 48 horas de experimento, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti em bioensaios com o BtMA-750
crescido em condi¢des extremas de temperatura.

Mortalidade (%)

Isolado T (°C) pH 24h 48h 72h
6,0 35% 77% 93%
26°C 7,0 99% 99% 99%
8,0 31% 33% 36%
BtMA-750
6,0 99% 100% -
36°C 7,0 96% 97% 99%
8,0 100% - -

Fonte: De autoria propria.
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Por outro lado, das seis combinagdes do isolado BtMA-1114, cinco apresentaram
atividade larvicida, contudo, a maior mortalidade foi 14% até 72 horas, obtida somente com a
combinacédo 36 °C com pH 7,0, para as demais, foi verificado mortalidade inferior a 3%. Vale
ressaltar que os indices de mortalidade foram bem abaixo do esperado para a CLso que seria em
torno de 50% (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti em bioensaios com o BtMA-1114
crescido em condicOes extremas de temperatura.

Mortalidade (%0)

Isolado T (°C) pH 24h 48h 72h
6,0 0% 0% 1%

26°C 7,0 0% 1% 2%

8,0 0% 0% 0%

BtMA-1114

6,0 1% 1% 1%

36°C 7,0 7% 14% 14%

8,0 1% 1% 1%

Fonte: De autoria propria.

5.2.2. Bioensaio com isolados cultivados nas melhores condigdes de crescimento

Dos bioensaios realizados com os isolados BtMA-690, BtMA-750 e BtMA-1114,
crescidos nas melhores condices para rendimento de massa celular (g/L) e de esporos/mL,
obteve-se 0s seguintes resultados:

Para o isolado BtMA-690 observou-se mortalidade inferior a 20% para as melhores
combinag6es nos dois bioensaios realizados, sendo que para a melhor condi¢do de crescimento
em relacdo a massa celular obteve-se somente 1% e 9% de mortalidade e para melhor condigédo
guanto a concentracdo de esporos 16% e 18% com 72 horas de experimento (Tabela 5).

Tabela 5. Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti em bioensaios com 0 BtMA-690 cultivado
nas melhores condicGes de crescimento.

Mortalidade (%)

Isolado C';"rfé?;aro T(C) pH 24h  48h 72h
Massa celular 30°C 6,0 1% 1% 1%

Bioensaio | x
ng‘;i”téfggo 34°C 80 4% 8% 16%

BtMA-690 P

Massa celular 30°C 6,0 1% 2% 9%

Bioensaio 11 x
Concentragdo 5000 g5 705 150 18%

de esporos

Fonte: De autoria propria.
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Em relacdo as melhores condic¢des de crescimento para massa celular e concentragéo de
esporos do isolado BtMA-750, obteve-se mortalidades acima de 90% para ambas as condic¢oes
e bioensaios. Destacando-se que para as duas condi¢des no segundo bioensaio observou-se

mortalidade de 100% com 48 horas de experimento (Tabela 6).

Tabela 6. Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti em bioensaios com o BtMA-750 cultivado
nas melhores condicGes de crescimento.

Mortalidade (%)

Isolado C'(\J"rfé?go (OTC) pH  24n  48h  72h
Massa celular  30°C 6,0 96% 96% 96%
Bioensaio | x
ng‘fs”téfgso 34°C 80  86%  90%  96%
BtMA-750 P
Massa celular  30°C 6,0 99% 100% -
Bioensaio 11 x
Concentragdo 500 g 9995  100% -
de esporos

Fonte: De autoria propria.

Por sua vez, o isolado BtMA-1114 apresentou mortalidade inferior a 10%, com 72
horas de teste, nos bioensaios com as melhores condigdes de crescimento para massa celular,
assim como, mortalidade inferior a 40% nas melhores condicdes de concentracdo de esporos

nos dois bioensaios realizados.

Tabela 7. Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti em bioensaios com o BtMA-1114 cultivado
nas melhores condicGes de crescimento.

Mortalidade (%)

Isolado clz)ﬂnecli?go T(C) pH  24n 48 72h
Massa celular  34°C 6,0 1% 3% 7%

Bioensaio | x
ng‘;i”tgfggo 28°C 70  17%  21%  22%

BtMA-1114 P

Massa celular 34°C 6,0 1% 2% 2%

Bioensaio 11 x
Concentragdo  ,gon 70 3106 37%  39%

de esporos

Fonte: De autoria propria.

6. DISCUSSAO
Parametros como pH e temperatura s@o de fundamental importancia para o cultivo e a
producdo de endotoxinas de B. thuringiensis. Essas condi¢des diferenciam-se de acordo com a

variedade e a linhagem em estudo e, por isso, devem ser adequadas a cada uma delas, sendo
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controladas de acordo com as necessidades do microrganismo (MALDONADO-BLANCO;
SOLIS-ROMERO; GALAN-WONG, 2003).

No presente trabalho, verificou-se que as condi¢des 6timas de crescimento das linhagens
nativas de B. thuringiensis apresentaram maior concentracdo de esporos/mL e rendimento de
massa celular nas temperaturas entre 28 °C e 34 °C para. Assim como, pH 7,0 e 8,0 para maior
concentracdo de esporos viaveis e pH 6,0 para melhor rendimento de biomassa.

Considera-se que a temperatura 6tima para o crescimento e producéo de B. thuringiensis
seja em torno de 30 °C, sendo que temperaturas acima deste valor podem induzir a supressao
da formacdo de proteinas Cry, diminuindo o rendimento da producdo, assim como,
temperaturas baixas desaceleram o ciclo de multiplicacdo celular, consequentemente,
aumentando o tempo de crescimento e custo de produ¢do (COUCH et al., 2000).

Os valores de pH em torno da neutralidade (7-7,5) sdo os mais adequados para a
absorcédo de nutrientes e desenvolvimento da maioria das bacterias, o que também ocorre com
o B. thuringiensis (MOURAO, 2017), embora, a bactéria possa desenvolver-se em uma ampla
faixa de pH entre 5,5 e 8,5 (BERNHARD; UTZ, 1993 apud PANAROTTO, 2006, p. 72).

Em laboratorio, os parametros comumente utilizados para o cultivo da bactéria séo
temperatura em 30 °C e pH 7,0. Ao analisar a concentragéo de esporos/mL para o BtMA-690,
observou-se que em condicdo comumente utilizada para crescimento de B. thuringiensis, 0
isolado apresentou a segunda menor concentracao entre as dezoitos combinagdes testadas. Por
outro lado, na melhor condicdo de crescimento obteve-se uma quantidade 32 vezes maior de
esporos viaveis. Em relacdo a massa celular ndo houve muita diferenca no rendimento quando
comparada a condi¢édo padrao de cultivo, com a melhor condigé&o.

Ao verificar as mesmas condi¢des para 0 BtMA-750, as diferentes combinagdes
mostraram mudancas consideraveis no crescimento do isolado, obtendo nas melhores condi¢des
de crescimento aproximadamente 1,56 vezes mais esporos viaveis e 2,63 vezes mais rendimento
de massa celular, em relacdo a condicéo padrdo de cultivo.

O BtMA-1114 apresentou diferenca em relacéo a concentracao de esporos/mL quando
comparado a melhor condicdo de crescimento com a condi¢do padrdo. Na melhor condicdo de
crescimento o isolado atingiu uma concentracdo 12 vezes maior de esporos Vidveis que na
condicdo rotineiramente utilizada. Sobre a massa celular, para as ambas as condi¢des 0
rendimento celular foi semelhante.

A temperatura de fermentacdo é um fator critico para a taxa metabolica e bioatividade
do B. thuringiensis, verifica-se que a taxa de crescimento da bactéria € gradualmente aumentada

com o0 aumento da temperatura de fermentacdo. Em estudo sobre a avaliacdo e monitoramento



31

da temperatura de fermentacdo para otimizagdo do crescimento desta bactéria, Pan et al., (2021)
verificaram que as condicOes ideais de temperatura para o crescimento bacteriano seriam entre
30e 35 °C.

Tambeéem em trabalho sobre a influéncia da temperatura sobre o crescimento celular,
producdo de endotoxinas e esporulacdo do B. thuringiensis, Panarotto (2006) encontrou que as
melhores temperaturas foram 27 °C e 30 °C, sendo que a temperatura de 27 °C foi considerada
a mais adequada. Por sua vez, Bernhard & Utz (1993, apud PANAROTTO, 2006, p. 17) relatam
que os valores 6timos se encontram entre 25 °C e 35 °C. O que corrobora com o presente estudo,
pois, em relacdo a temperatura, o melhor crescimento dos isolados foram observados em 28 °C,
30°Ce 34 °C.

O pH da cultura é um parametro importante, pois pode afetar a carga da superficie
celular (KONG et al., 2020), e o crescimento e metabolismo dos microrganismos estdo
diretamente relacionados a esse valor. Panarotto (2006) em cultivos testando a influéncia do
pH com relacdo ao crescimento celular, esporulacdo e producdo de endotoxinas de B.
thuringiensis, encontrou melhores resultados com o pH controlado em 5,5, 6,2, 7,0 ou com
variacdo entre 5,5 e 7,0, indicando que o pH deve ficar proximo a neutralidade. Constatou ainda,
que o crescimento celular foi negativamente afetado nos cultivos em que o pH néo foi
controlado, apontando também que valores de pH baixo afetam a esporulacdo e o crescimento
da bactéria.

Pan et al. (2021) em trabalho realizado acerca do efeito da biomassa de B. thuringiensis
e atividade inseticida por cultivo com residuos vegetais, mostraram que a concentracao
bacteriana foi a mais baixa no meio com pH 5,0 e 9,0, implicando que ambas as condicdes
acidas e alcalinas inibiriam o crescimento, e a faixa de pH inicial ideal era de 7,0 a 7,5 para 0
crescimento bacteriano. No presente estudo, as melhores condi¢cdes de crescimento,
considerando a concentracdo de esporos bacterianos, apresentaram pH 7,0 e 8,0. E destaca-se
que em relagdo a massa celular, para todos os isolados, as melhores condic¢des de crescimento
apresentaram pH 6,0.

Por meio dos bioensaios realizados com os isolados de B. thuringiensis crescidos em
diferentes condigdes, constatou-se que a alteragdo da temperatura e do pH no cultivo da bactéria
mudou a atividade inseticida das linhagens testadas contra larvas de A. aegypti, pois verificou-
se que quando utilizada a CLso dos isolados, os indices de mortalidade ou ficaram bem abaixo
ou acima dos percentuais esperados, o que pode ser devido alteracdo na expressao das proteinas

inseticidas.
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Em trabalho sobre pardmetros nutricionais e culturais que influenciam a sintese de
endotoxinas de B. thuringiensis, Ozkan et al. (2003) determinaram que a sintese da toxina
Cry4Ba foi a ideal quando o organismo foi cultivado a 25 °C, enquanto a sintese de Cryl1Aa
foi ideal a 30 °C, ou seja, 0 estudo evidencia que a temperatura altera a expressdo de proteinas
inseticidas.

Icgen et al. (2002), relatam que a faixa ideal para crescimento durante a producédo do B.
thuringiensis seja de 5,5 a 6,5 e que esta faixa de pH néo altera a producéo de proteinas. Assim
como, Smith et al. (1982) constataram que a manutencao do pH entre 5,7 e 8,1 ndo interfere na
producdo, e a variacdo do pH entre 6,5 e 8,0 ndo afeta significativamente a producdo de
proteinas. No entanto, no presente estudo observou-se que o pH na faixa de 6,0 a 8,0, mesmo
considerando a mesma temperatura, houve mudanca na concentracao de esporos bacterianos, e
possivelmente, na producao e expressdo das proteinas.

Nos bioensaios realizados com a melhores condic¢des de crescimento dos isolados, foi
possivel observar para as trés linhagens que das condic¢Ges analisadas, a de melhor rendimento
de esporos/mL obtiveram mortalidades superiores a de melhor massa celular. Logo,
possivelmente 0s esporos sejam mais importantes, do ponto de vista da atividade bioldgica, do
que a massa celular.

Estudos apontam que, além das toxinas, o esporo de B. thuringiensis também contribui
para sua toxicidade, pois estes podem germinar e crescer vegetativamente no interior do inseto-
alvo, ocasionando septicemia; ou potencializando o efeito das toxinas em uma acao sinergistica
(GLARE; O’CALLAGHAN, 2000; RAYMOND et al., 2008; GALZER; AZEVEDO-FILHO,
2016).

Existem varias linhas de evidéncia que sugerem que 0 crescimento vegetativo de B.
thuringiensis no intestino pode ser importante em infecgdes letais. A importancia dos esporos
vivos na sinergia da mortalidade causada por endotoxinas indica que o crescimento vegetativo
de B. thuringiensis contribui para a letalidade das toxinas (RAYMOND et al., 2008).

Esses achados s@o importantes para maximizar a producéo da bactéria em condicéo de
laboratdrio, pois obtemos os parametros de crescimento, fisicos e quimicos, de cada linhagem
de B. thuringiensis, de forma especifica, sendo possivel padronizar as condi¢des ideais para 0
crescimento e esporulacdo de cada uma delas em laboratorio, e de modo geral, melhorar o
controle de larvas de A. aegypti e de outros vetores, por meio do entendimento das melhores

condicGes para producédo de inseticidas bioldgicos de baixo custo.
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7. CONCLUSAO

Constatou-se que as linhagens de B. thuringiensis apresentaram condic¢Ges 6timas de
crescimento diferentes, considerando pH e temperatura. Para BtMA-690 e BtMA-750 a maior
concentracdo de esporos/mL e massa celular foi nas combinacdes 34 °C com pH 8,0 e 30 °C
com pH 6,0, respectivamente. Para o BtMA-1114, obteve-se maior concentracdo de
esporos/mL, nas combinacdes de 28 °C com pH 7,0 e 34 °C com pH 6,0 para massa celular.
Verificou-se também que as condi¢des consideradas adequadas para o crescimento de cada um
dos isolados, diferem das utilizadas usualmente em laboratorio.

Em relacéo a atividade larvicida constatou-se que a alteracdo da temperatura e do pH
mudou a toxicidade das linhagens testadas contra larvas de A. aegypti, pois, os indices de
mortalidade ou ficaram bem abaixo ou acima dos percentuais esperados para cada CLso das
bactérias avaliadas, tanto nas condicGes extremas de temperatura, como nas condi¢fes 6timas
de crescimento.

Com isso, a pesquisa possibilitara melhorar a producdo de linhagens de B. thuringiensis,
com perspectiva de no futuro otimizar a producdo de um bioproduto brasileiro, de forma que

0S custos sejam competitivos com os inseticidas quimicos.
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