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RESUMO

Em contrapartida ao uso exacerbado de pesticidas quimicos, o controle bioldgico de
pragas nao acarreta danos socioambientais, além de ser altamente especifico e
eficiente. Um dos agentes biolégicos amplamente utilizado é a bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt), que se caracteriza por produzir cristais proteicos, denominados de
delta-endotoxinas, que apresentam alta toxicidade e especificidade para varios
membros de Lepidoptera, Diptera, Coleoptera. Bt pode ser cultivado em diferentes
tipos de meios de cultura, sendo fundamental a utilizagdo de substratos menos
onerosos a fim de baratear o produto final. Assim, visando desenvolver meios de
cultura de baixo custo, o presente trabalho utilizou o extrato de palma forrageira
(Opuntia), o xarope de sorgo (Sorghum) e o soro de leite como substratos
alternativos para o cultivo de B. thuringiensis var. berliner 370 (Btb370). A
necessidade de suplementacao de nitrogénio foi avaliada através da adicao de ureia
1 g/L. O meio de cultura Luria-Bertani liquido foi usado como meio de controle. Os
meios de cultura foram submetidos a agitador rotativo a 200 rpm, 30 °C por 96 horas
e foram avaliados o crescimento celular e a produgao de delta-endotoxinas, esporos
e proteases por Btb370. Além disso, houve também a andlise morfolégica dos
cristais proteicos de Btb370 através de microscopia eletrbnica de varredura.
Observou-se que 0 meio a base de soro de leite sem a adi¢céo de ureia 1 g/L foi o
que apresentou maior crescimento celular (4,28 g/L) e maior produgdo de
delta-endotoxinas (568,26 ug/mL) e esporos (9,61 x 10" UFC/mL) pela bactéria,
superiores inclusive ao meio de controle. Os meios constituidos por xarope de sorgo
e soro de leite sem suplementacido de ureia proporcionaram os maiores valores de
atividade proteasica (6013 U/mL e 5962 U/mL, respectivamente). Os meios a base
de extrato de palma forrageira ndo apresentaram produgdo mensuravel de
delta-endotoxinas por Btb370. As morfologias dos cristais proteicos observadas
foram: bipiramidal, esférica e cuboidal. Desta forma, verifica-se que o soro de leite
foi o substrato mais eficiente para o crescimento, esporulagdo e producédo de

delta-endotoxinas por Bacillus thuringiensis var. berliner 370.

Palavras-chave: Cristais proteicos, Meio de cultura alternativo, Palma forrageira,

Soro de leite, Xarope de sorgo



CAPITULO 1

1. FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1. Agrotoxicos e Bioinseticidas

O Ministério do Meio Ambiente afirma que os agrotoxicos sdo produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, utilizados nos setores de
produgdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens,
protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais. Ele visa alterar a composicao da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de seres vivos considerados
nocivos. Quando utilizado um agrotéxico, independentemente do modo de aplicagao,
ele possui grande potencial de atingir o solo e as aguas, principalmente devido aos
ventos e a agua das chuvas, que promovem a deriva, a lavagem das folhas tratadas,
a lixiviagdo e a erosdo. Além disso, qualquer que seja o caminho do agrotoxico no

meio ambiente, invariavelmente o homem € seu potencial receptor.

Dessa maneira, o uso indiscriminado de inseticidas quimicos, muitas vezes
facilitado pela comercializagéo, rapido resultado e facilidade de aplicagcédo, provoca
sérios danos tanto a saude humana quanto ao meio ambiente, como a
contaminagao de alimentos, aguas, solo e animais; a resisténcia de patégenos, de
pragas e de plantas invasoras; a intoxicagdo de agricultores; o desequilibrio
biolégico com a eliminagdo de organismos benéficos e a redugao da biodiversidade
(WIT et al., 2009; KORBES et al., 2010). Diante disso, meios alternativos de controle
de insetos tém sido cada vez mais procurados, como o0 uso de entomopatdgenos,
que constituem os componentes ativos dos bioinseticidas. Dentre as vantagens
destes produtos, pode-se citar: alta especificidade, menor risco ambiental e a saude
humana, menor frequéncia de resisténcia nos insetos alvo, entre outros (ANGELO et
al., 2010).

Segundo informagées da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), existe uma ampla variedade de entomopatdégenos utilizados na
composicao dos bioinseticidas, por exemplo: fungos, como o Beauveria bassiana,

utilizado contra a broca-do-olho-do-coqueiro, considerada uma das principais pragas
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da cultura do coqueiro no Brasil; virus, como o Baculovirus que é especifico para o
controle da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis); e bactérias, como o Bacillus
thuringiensis que possui ampla toxicidade contra diversas ordens de insetos,
estando entre os entomopatdégenos mais utilizados mundialmente para o controle

biolégico de pragas.

Segundo dados do Sistema de Agrotéxicos Fitossanitarios (AGROFIT), que é
um banco de informagdes sobre os produtos agroquimicos e afins registrados no
Ministério da Agricultura, existem atualmente 24 inseticidas microbioldgicos
formulados que possuem o Bacillus thuringiensis como ingrediente ativo, utilizados
para o controle de diversas pragas agricolas no Brasil. Porém, grande parte dos
produtos a base de B. thuringiensis encontrados no mercado nacional possui um
elevado custo de producao e/ou é importada, causando, desta forma, aumento no
preco final ao consumidor e consequente diminuicdo da competitividade destes

produtos em relagdo aos inseticidas sintéticos (ANGELO et al., 2010).

1.2. Bacillus thuringiensis

1.2.1. Contexto histérico

O Bt foi descoberto pela primeira vez em 1901, no Japao, pelo bacteriologista
japonés Ishiwata Shigetane, que descreveu uma bactéria esporulante responsavel
pela mortalidade do bicho-da-seda, Bombyx mori, e chamou de Satta bacillus. Em
1912, o cientista Ernst Berliner isolou, na Alemanha, a mesma bactéria obtida a
partir de lagartas da traca da farinha, Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyrallidae
Zeller, 1879), chamando-a de Bacillus thuringiensis em homenagem a provincia de
Thuringia, onde as lagartas foram encontradas (BRAVO et al.,, 2013;
KESHAVAREDDY e KUMAR, 2016). Ele observou que um corpo de inclusdo de
cristais estava presente dentro das células esporuladas da bactéria, o nomeando de
corpo parasporal, mas ndo correlacionou a presenga desse corpo de inclusido
diretamente a patogenicidade (OSMAN et al., 2015). Mattes (1927) isolou a cepa Bt
descoberta por Berliner e a testou em subsequentes ensaios de campo contra a
broca europeia de milho (Ostrinia nubilalis), no sudeste da Europa, obtendo

resultados promissores.
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Um inseticida comercial Bt baseado em esporina ("Sporeine") foi usado pela
primeira vez em 1938, na Franca (LUTHY et al., 1982). A empresa suica Sandoz
seguiu o exemplo e empreendeu a primeira producdo e comercializagao em larga
escala de um "Thuricide" em 1940. Hannay (1953) observou novamente um corpo
de inclusdo de cristal presente no isolado Bt responsavel pelos sintomas
patogénicos em outras espécies de insetos lepidopteros. Ele propbs que a
purificacdo parcial dos peptideos do cristal parasporal fosse realizada e que os
préprios cristais proteicos fossem diretamente responsaveis pela atividade inseticida
de Bt (HANNAY, 1953). Entédo, reuniram-se evidéncias citologicas suficientes para
mostrar conclusivamente que as proteinas cristalinas purificadas transmitiam a
atividade inseticida de Bt (ANGUS, 1953).

O primeiro procedimento industrial bem documentado para a produgao de um
produto a base de Bt data de 1959, com a fabricacdo de "Bactospeine" sob a
primeira patente francesa para uma formulagdo de biopesticida (MARVIER et al.,
2007). Na década de 1960, outros produtos Bt baseados principalmente na
subespécie kurstaki da linhagem HD1, como Thuricide, Biobit e Dipel, ja estavam no
mercado e eram utilizados contra pragas de lepidopteros (BAUM et al., 1999).
Apesar de suas propriedades benéficas, esses produtos Bt iniciais ndo competiam
bem contra pesticidas quimicos por causa de seu fraco desempenho. As atividades
comerciais concentraram-se em duas estratégias para superar esses desafios: o
desenvolvimento de processos para aumentar a eficacia dos produtos Bt e a
melhora das estirpes para aumentar a toxicidade intrinseca da bactéria (OSMAN et
al., 2015).

1.2.2. Toxinas

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva, em forma de
bastonete e aerdbica ou anaerdbica facultativa, que ocorre naturalmente nos solos,
agua, restos vegetais, etc. (EL-BENDARY, 2006). E caracterizada pelos cristais
proteicos que produz na célula mae e que sao constituidos, principalmente, por
delta-endotoxinas (RAYMOND et al., 2010). Estas proteinas tornaram a bactéria
famosa no campo da agricultura, microbiologia, entomologia e bioquimica por serem
altamente especificas para varios membros de Lepidoptera (lagartas), Diptera

(mosca) e Coleoptera (besouro). Algumas cepas de Bt séo eficazes contra as ordens
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de insetos Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e Mallophaga (SCHNEPF et al.,
1998) e também é relatada eficacia contra nematdides, acaros e protozoarios
(FEITELSON et al., 1992).

Os cristais de Bt possuem varias formas: bipiramidais, cuboidais, romboides
planos ou um composto com dois ou mais tipos de cristais, onde seus principais
componentes sdo as d-endotoxinas, que atuam como fator primario de viruléncia
para esse patoégeno (RAYMOND et al.,, 2010). No entanto, outros pesquisadores
reconhecem a presencga de varios compostos extracelulares que podem contribuir
para a viruléncia, incluindo varias proteases (LOVGREN et al., 1990), exotoxinas
labeis ao calor e tolerantes ao calor (BEEGLE e YAMAMOTO, 1992), lectinases
(KUMAR e SHARMA, 1994), proteinas inseticidas vegetativas segregadas (VIPs)
(ESTRUCH et al., 1996) e quitinases.

De acordo com Rowe e Margaritis (1987) e Who (1999), existem nove toxinas
diferentes descritas nas cepas de Bt, as quais sdo: a-exotoxina (fosfolipase C),
B-exotoxina (exotoxina termoestavel), y-exotoxina (toxica para moscas),
0-endotoxina (cristal parasporal de proteina), exotoxina fator de piolho (ativo apenas
contra piolhos), exotoxina fator de camundongo (téxico para ratos e Lepidoptera),
toxina soluvel em agua, Vips (proteina inseticida vegetativa) e enterotoxina

(produzida por células vegetativas).

As toxinas de cristal (8-endotoxina) pertencem a dois grupos estruturalmente
diferentes: familia Cry, com atividade citolitica especifica como Cry1Aa1, Cry1Baf1,
Cry2Aa1, etc. e atualmente composta por cerca de 300 membros diferentes
(CRICKMORE et al.,, 2014). Familia Cyt, que € um citolitico e hemolitico nao
especifico como Cyt1Aa1, Cyt2Aa1, etc.,, embora apresente uma atividade
principalmente especifica para dipteros in vivo (SOBERON et al., 2013; WHO, 1999;
DELECLUSE et al., 2000). Ha também uma terceira familia de toxinas proteicas, as
Proteinas Inseticidas Vegetativas (Vips), que nao sao classificadas como toxinas de
cristal, pois sdo secretadas pelas células em crescimento vegetativo e ndo incluidas

no cristal durante a esporulagao (de MAAGD et al., 2003).

As endotoxinas s&o geralmente produzidas como uma protoxina inativa com
um peso molecular na faixa de 70 a 130 kDa, cuja ativagédo € alcangada pelo pH

alcalino do intestino médio das larvas e por varias proteases exdégenas e enddégenas
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que desempenham um papel importante na solubilizacdo e na toxicidade
(GRINGORTEN et al., 1992). Dessa maneira, sao proteoliticamente clivadas em um
fragmento de nucleo ativado de 55 a 60 kDa (KUMAR e SHARMA, 1994).

1.2.21. Toxinas Cry

As toxinas Cry sdo oficialmente definidas como proteinas que possuem
similaridade de sequéncia significativa com as toxinas existentes na nomenclatura
ou sdo uma proteina de inclusao parasporal de B. thuringiensis que exibe atividade
de pesticidas ou algum efeito toxico verificavel experimentalmente em um
organismo-alvo (CRICKMORE et al., 1998). A nomeagédo de toxinas baseia-se
apenas na identidade da sequéncia de aminoacidos e nao leva em consideracao sua
toxicidade; assim, toxinas que s&o ativas contra a mesma ordem de insetos nao
compartilham necessariamente nenhuma semelhanga em seus nomes (ADANG et
al., 2014). Mais de 500 diferentes sequéncias de genes cry foram estudados e
categorizados em 75 grupos primarios (Cry1-Cry75) (BRAVO et al., 2011; ADANG et
al.,, 2014) e subdivididas em quatro familias de proteinas filogeneticamente nao
relacionadas, mostrando diferentes modos de agado: representadas pela familia de
toxinas Cry (Mtx) mosquitocidas, a familia de toxinas Cry (3D) de trés dominios, a
familia Cyt e a familia de toxinas binarias (Bin) (BRAVO et al., 2005).

A expressdao da proteina Cry pode ser dependente da esporulagdo ou
independente e 80% das proteinas cristalinas sao sintetizadas simultaneamente
durante o processo de esporulagdo (LECADET e DEDONDER, 1971). Proteinas Cry
simples ou multiplas formam diferentes cristais parasporais, por exemplo, o cristal
parasporal de Bt subsp. kurstaki HD-73 contém apenas a proteina Cry1Ac, enquanto
o cristal parasporal da cepa HD1, que pertence a mesma subespécie, € composto
por cinco toxinas Cry diferentes (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa e Cry2Ab). Vale
ressaltar que a mera presenca de uma proteina no cristal de uma cepa de B.
thuringiensis nado é suficiente para que essa proteina seja classificada como uma
toxina Cry, sendo esses mesmos critérios usados ao classificar as toxinas Cyt
(ADANG et al., 2014). Outra caracteristica das toxinas Cry € que suas protoxinas
precursoras cocristalizam em varias formas e formatos, como evidenciado pela

microscopia eletrénica (OSMAN et al., 2015).
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A estrutura tridimensional conservada da maioria das toxinas Cry apoia um
modo de agdo comum, sendo as estruturas primarias e secundarias das proteinas
Cry responsaveis pela especificidade da bactéria (de MAAGD et al., 2001). As
toxinas inseticidas Cry tém como alvo enterdcitos no intestino do inseto hospedeiro
para comprometer a barreira epitelial intestinal, que é essencial para facilitar o
acesso de B. thuringiensis a hemocele. Elas se ligam especificamente as vesiculas
das membranas das bordas em escovas das células do epitélio intestinal,
favorecendo a germinacgdo do esporo de Bt (DU e NICKERSON, 1996). Assim, as
células vegetativas da bactéria crescem e se multiplicam na hemolinfa (JOHNSTON

e CRICKMORE, 2009), resultando em septicemia e morte do inseto.

Apesar do consenso geral sobre o modo de agédo das toxinas Cry do B.
thuringiensis, ha um modelo alternativo sobre isto, segundo Zhang e colaboradores
(2006), no qual foi sugerido que a morte celular de insetos € desencadeada pela
ligacdo da toxina monomérica Cry1Ab ao receptor de caderina, com consequentes
aumentos nos niveis celulares de AMPc apds a ativagao da adenilil ciclase. O AMPc
ativa a proteina quinase A, resultando em morte celular. Neste modelo, nem os
receptores ancorados por GPl nem a formagédo de oligbmeros estao envolvidos na

toxicidade relacionada ao Cry.

1.2.2.2. Toxinas Cyt

As toxinas Cyt foram originalmente descobertas na subespécie Bt israelensis
e parecem ser especificas para algumas subespécies de Bt (GOLDBERG e
MARGALIT, 1977; TYRELL et al., 1981). Sdo formadas por apenas um dominio,
composto por duas cadeias externas em forma de a-hélice, e uma cadeia interna em
forma de B-folha pregueada (BRAVO et al.,, 2007; CRICKMORE et al., 1998). No
interior do inseto, as proteinas Cyt sofrem quebras, onde suas porgcoes C-terminal e
N-terminal sdo clivadas, liberando a toxina ativa e, ao contrario das proteinas Cry,
Cyt néo se liga a receptores especificos da membrana celular, e sim, diretamente
aos lipidios da membrana (LAGADIC e CAQUET, 2014; BRAVO et al., 2007).

Dois mecanismos n&o exclusivos para a citdlise induzida de Cyt1A (toxina
estavel de 25 kDa) foram propostos: formacao de poros e rompimento de membrana
tipo detergente (BUTKO, 2003). De acordo com a formagao de poros por toxinas

Cyt, a ligacdo aos lipidios da membrana leva a uma alteragdo conformacional da
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toxina, resultando no movimento das hélices anfifilicas para expor a face hidrofobica
da folha B para inser¢cdo da membrana, que € seguida por oligomerizagdao para
formar um poro B-barril propicio a morte celular por choque osmoético (DU et al.,
1999; LI et al., 1996). Em contraste a isto, o0 modelo de detergente defende que a
morte celular ocorre através da localizagdo da toxina na superficie da membrana
para induzir defeitos do tipo detergente na embalagem lipidica, que resultam em
vazamento de moléculas intracelulares (BUTKO et al., 1996). E geralmente aceito
que ambos os modelos podem ocorrer in vivo, dependendo da concentracdo de
toxinas: com concentragbes mais baixas favorecendo os poros oligoméricos e

concentragdes mais altas levando a quebras na membrana (BUTKO, 2003).

1.2.2.3. Proteinas inseticidas vegetativas (VIP)

Pelo menos trés toxinas VIP — proteinas inseticidas formadas durante o
estagio vegetativo de Bacillus thuringiensis — foram caracterizadas, sendo descritas
duas classes: sistema binario composto por duas proteinas, as VIP1 e VIP2 com
tamanho de 100 kDa e 52 kDa, respectivamente, e eficientes para certas espécies
de coledpteros (WARREN, 1997); e a VIP3 de 88,5 kDa, ativa contra um amplo
espectro de insetos lepidopteros, incluindo Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda e
Heliothis virescens, alguns dos quais tém baixa suscetibilidade a maioria das
0-endotoxinas (ESTRUCH et al., 1996). Até o0 momento, existem aproximadamente
82 tipos de genes de proteinas inseticidas vegetativas que foram identificados e
clonados (OSMAN et al., 2015).

Apesar de nao integrarem o cristal proteico, elas contribuem para a toxicidade
global das linhagens que as apresentam e possuem forma de intoxicagao similar as
das proteinas Cry (GLARE e O’'CALLAGHAN, 2000), na qual as células do epitélio
intestinal de insetos suscetiveis sdo o alvo principal da proteina inseticida Vip3A e
que a lise subsequente € o principal mecanismo de letalidade. Assim, a ruptura das
células intestinais parece ser o principal mecanismo de letalidade das VIP (YU et al.,
1997).
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1.2.2.4. Fatores que afetam o crescimento, esporulagao e
producao de toxinas por Bacillus thuringiensis

Os meios de cultivo para B. thuringiensis geralmente possuem uma fonte de
nitrogénio, outra de carbono e sais minerais, adicionando ao meio, algumas vezes,
tampdes e anti-espumantes a fim de facilitar o processo (ANGELO et al., 2010).
Segundo Ozkan e colaboradores (2003), Bt usa agucares, geralmente glicose,
frutose, maltose, ribose, melaco, amido, dextrina, farinha de trigo e inulina,
produzindo acido durante a fermentacdo. Eles também relataram que inulina,
dextrina, maltose, lactose, sacarose, soro de leite e glicerol eram estimulantes para
a sintese de &-endotoxina especifica para Diptera por Bt israelensis (Bti) HD500,

enquanto glicose, amido e melago eram supressores.

No que diz respeito as fontes de nitrogénio adequadas para o cultivo de Bt, a
maioria das literaturas afirmou a incapacidade de grande parte das variedades de Bt
de utilizar fonte de nitrogénio inorganico como unica fonte de nitrogénio no meio de
crescimento. Por esse motivo, pelo menos um aminodacido, particularmente o
glutamato, aspartato, valina, leucina, serina ou treonina, deve ser adicionado para
permitir o crescimento do organismo em um meio minimo (NICKERSON e BULLA,
1974; NORMANSELL et al., 1980; EL-BENDARY, 1994; AVIGNONE-ROSSA e
MIGNONE, 1995; SADEK, 2000). Também foi verificado que o ion potassio é
essencial para a produgao de toxinas por Bt (OZKAN et al., 2003) e ions metalicos,
como Ca?*, Mg?*, Mn?*, Zn?*, Cu?* e Fe?", sdo essenciais para produgdo da maior

esporulagéo e formagao de d-endotoxina por Bt (ICGEN et al., 2002a).

Devido a sintese de enzimas especificas da esporulagcdo e de proteinas
cristalinas, a Bt deve mobilizar, durante a fase de esporulacdo, a maior parte do
nitrogénio assimilado durante o crescimento vegetativo. Mais de 50% dos
aminoacidos livres presentes sdo alanina e glutamato (AVIGNONE-ROSSA e
MIGNONE, 1995). No entanto, os aminoacidos cisteina e cistina mostraram um
efeito inibitério nitido no crescimento, esporulagcdo e formacédo de toxinas por Bt
(RAJALAKSHMI e SHETHNA, 1980; EL-BENDARY, 1994; SADEK, 2000), enquanto
que Igcgen et al. (2002b) descobriram que a peptona era a melhor fonte de nitrogénio

organico que suporta a esporulagao e a produgao de toxinas pela bactéria.
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Outra caracteristica importante da BT é a forte producdo de exoprotease
observada quando os acidos comegcam a ser metabolizados. Essas exoproteases
sao diferentes daquelas produzidas durante o crescimento vegetativo. Eles ndo sao
reprimidos pela amoénia nem estimulados pelo glutamato (EGOROQOV et al., 1984).
Além disso, possuem especificidades de substrato diferentes (BIBILOS e
ANDREWS, 1988). O aparecimento de exoproteases € um evento precoce

reconhecido por estar associado ao inicio da esporulagao.

O crescimento de Bt ocorre na faixa de pH de 5,5 a 8,5 (ICGEN et al., 2002a),
sendo o pH inicial usual de 6,8 a 7,2, no qual diminui para 5,8 quando o acetato &
liberado e depois aumenta para 7,5-8,0 a medida que é consumido (EL-BENDARY,
2006). A temperatura normal para o crescimento e produgéo de toxinas de Bt é de
30°C (EL-BENDARY, 2006). Foda e colaboradores (1985) observaram a falha do
organismo em sobreviver ou esporular sob baixos niveis de aeragdo. A maior parte
da fermentacdo submersa de Bt €& feita usando taxas de aeracdo de
aproximadamente um volume de ar/volume de meio/minuto, porém outros estudos
sobre o metabolismo da Bt durante o crescimento e esporulagdo empregaram um

nivel de aeragao mais alto, p. 1,4 volume de ar/volume médio/minuto (ROWE, 1990).

1.3.Meios de cultura

Sabe-se que os requisitos nutricionais de diferentes variedades de Bt sio
variaveis (DULMAGE et al., 1990). Um bom meio de cultura para uma variedade
pode ser inutil para outra, o que implica a impossibilidade de definir um meio de
fermentagdo especifico para a Bt (SINGER et al., 1966; DUBOIS, 1968). Os meios
para producao industrial sdo baseados em fontes complexas de carbono e nitrogénio
(PRIEST e SHARP, 1989). E evidente que meios complexos fornecem & bactéria
todos os nutrientes necessarios para o crescimento, esporulacdo e producado de
toxinas, e que a presenca de aminoacidos nem sempre € suficiente para obter bons
rendimentos. No entanto, os melhores resultados sao alcancados quando fontes
simples de carbono sédo empregadas (AVIGNONE-ROSSA e MIGNONE, 1995).

Formulagdes de meios de cultura para Bt que utilizam substratos alternativos
tém se intensificado por apresentarem melhor custo-beneficio em comparagéao aos
que utilizam substratos convencionais. Muitos pesquisadores obtiveram resultados

satisfatorios utilizando meios de cultura alternativos: Salama et al. (1983)
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investigaram varios subprodutos agroindustriais para a produgédo de endotoxina por
Bt, como levedura de forragem, sangue bovino e residuos de abate de frango que
estavam entre os subprodutos que produziram alta esporulacdo e preparagdes
potentes de d-endotoxina; Montiel et al. (2001) utilizaram o lodo como matéria-prima
para a producao de bioinseticidas a base de Bt kurstaki; Prabakaran et al. (2008)
desenvolveram um meio de cultivo a base de agua de coco; e Mounsef et al. (2014)
que utilizaram um subproduto da moagem de cereais para a producao de Bt kurstaki

em fermentagdo submersa.

A diversidade natural e a variabilidade da industria brasileira tornam o uso de
meios alternativos para a fermentagdo do entomopatégeno em questdo uma opgao
bastante viavel e econémica. Dentre esses potenciais substratos para o cultivo de Bt
no Brasil, principalmente na regidao Nordeste, estdo a palma forrageira (Opuntia), o

sorgo (Sorghum) e o soro de leite.

O xarope de sorgo, também conhecido como melago, sorgho ou sorgo, € um
xarope pegajoso doce, de cor ambar escuro com uma consisténcia espessa. E
produzido fervendo o suco doce da cana de sorgo (Sorghum bicolor, anteriormente
conhecido como Holcus sorghum). Possui em sua composi¢cao, principalmente,
sacarose e pequenas quantidades de glicose e frutose. E também uma boa fonte de
magnésio, potassio e manganés (Tabela 1), todos ja mencionados como
estimuladores da producao de delta-endotoxinas e esporulagdo de Bt (RATNAVATHI
et al., 2016). A utilizagdo do xarope de sorgo como substrato para meio de cultura é
relatado por Keshavarzi et al. (2005), que usou algumas matérias-primas agricolas,

dentre elas o sorgo, para cultivo do B. thuringiensis subsp. kurstaki.

Tabela 1. Informagdes nutricionais da por¢ao de 100 g de xarope de sorgo

Porcéo | 100 g de xarope de sorgo

% RECOMENDAGOES DIARIAS

Energia Total 290 calorias 14%
Energia Total de Carboidratos | 290 calorias

Gordura Total Og 0%
Gordura Trans 0Og 0%
Colesterol 0Og 0%
Carboidrato Total 759 25%
Fibra Alimentar Og 0%
Acucares 759

Sacarose

Glicose

Frutose
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Proteina 0g | 0%
MINERAIS

Calcio 150 mg 15%
Ferro 3,8 mg 21%
Magnésio 100 mg 25%
Foésforo 56 mg 6%
Potassio 1000 mg 29%
Sédio 8 mg 0%
Zinco 0,4 mg 3%
Cobre 0,1 mg 6%
Manganés 1,5 mg 77%
Selénio 1,7 mg 2%
VITAMINAS

Thiamine 0,1 mg 4%
Riboflavina 0,2 mg 10%
Niacina 0,1 mg 1%
Vitamina B6 0,7 mg 34%

Fonte: RATNAVATHI et al., 2016.

A palma é uma importante forrageira principalmente em zonas semiaridas e
aridas do mundo. Apesar de ser uma planta exdtica, sua resisténcia a seca e
adaptabilidade possibilitou sua ampla difusdo no semiarido brasileiro. Atualmente faz
parte do cenario nordestino, constituindo a base alimentar de rebanhos da regiao
com grande importéncia social e econémica. Possui baixo teor de proteina, altos
teores de carboidratos totais, matéria mineral e umidade. A composi¢céo
quimico-bromatolégica da palma forrageira varia bastante de acordo com a espécie
e variedade envolvida, idade, estagdo do ano e condigdes agronémicas, como o tipo
de solo, clima, condigbes de crescimento e disponibilidade de nutrientes (FROTA et
al., 2015).

Em geral, a palma forrageira, independentemente do género, apresenta
baixos teores de matéria seca (6,1% a 17,1%), proteina bruta (2,9% a 6,0%), fibra
em detergente neutro (20,1% a 32,8%) e fibra em detergente acido (9,5% a 22,5%).
Por outro lado, apresenta teores consideraveis de carboidratos totais (73,8% a
85,2%), carboidratos nao fibrosos (42,3% a 65,0%) e matéria mineral (8,1% a
17,7%), sobretudo célcio, potassio e magnésio (FROTA et al, 2015).
Demonstrando-se, assim, como o6tima fonte de nutrientes para cultivo de

microrganismos, apesar de ainda ser pouco explorada para esse fim.



20

O soro de leite € um subproduto obtido da industria de laticinios e é utilizado,
principalmente, na alimentacdo animal, como fertilizantes e suplementos
alimentares. Caracteriza-se por reter cerca de 55% dos nutrientes do leite e,
usualmente, para cada quilo de queijo produzido s&o necessarios 10 litros de leite,
sendo que deste processo produtivo saem 9 litros de soro de leite (FOX et al., 2000;
BYLUND, 2003; MOREIRA et al., 2010) que, quando descartado em efluentes de
maneira inadequada, é considerado um importante poluente ambiental, acarretando,
para cada tonelada descartada, uma polui¢ao diaria de material organico equivalente
a de cerca de 470 pessoas (ANDRADE e MARTINS, 2002).

De acordo com dados do IBGE, a producédo anual de leite do Agreste de
Pernambuco, em 2014, foi de aproximadamente 505 milhdes de litros. E, segundo
dados do Sebrae (2016), a regidao do Agreste representa cerca de 75% de todo o
leite bovino produzido no estado, sendo assim a principal bacia leiteira de
Pernambuco. Como do processo de fabricagdo de leite origina-se uma grande
quantidade de soro de leite, as industrias de pequeno porte e os pequenos
produtores mostram dificuldades para lidar com o excedente do soro do leite e, em
sua grande maioria, optam pelo descarte do produto diretamente na rede publica de
esgoto, em rios e lagos (ANDRADE e MARTINS, 2002).

Uma alternativa para o aproveitamento do soro de leite produzido, tendo em
vista sua gratuidade, elevado valor nutricional, grande disponibilidade e impacto
ambiental de seu descarte inadequado, é sua utilizagcdo como substrato para
crescimento de microrganismos. Varias pesquisas mencionam sua utilizagao para o
cultivo de B. thuringiensis, por exemplo: Salama et al. (1983) utilizaram amostras de
soro de leite para o crescimento, esporulacdo e producado de delta-endotoxina de
doze culturas de B. thuringiensis investigadas; Iggen et al. (2002) utilizaram o soro
de leite como fonte de carbono adicional no cultivo da cepa B. thuringiensis 81; e
Salazar-Magallon et al. (2015) estudaram o soro de leite com 15 g/L de sacarose

como fonte de carbono para a cepa B. thuringiensis GP 139.
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RESUMO: Este trabalho teve o objetivo de avaliar
o crescimento e a producao de delta-endotoxinas,
esporos e proteases por Bacillus thuringiensis var.
berliner, utilizando substratos agroindustriais
de palma forrageira (Opuntia), xarope de
sorgo (Sorghum) ou soro de leite, com ou sem
suplementacdo de ureia 1 g/L. Luria-Bertani foi
utilizado como meio de cultura controle. Culturas
de B. thuringiensis foram cultivadas em frascos
Erlenmeyer incubados em agitador rotativo a
200 rpm, 30°C, por 96 horas. Maior crescimento
celular (4,28 g.L'!), produgdo de delta-endotoxinas
(568,26 mg.L'") e esporos (9,61 x 10" UFC.mL™"),
superiores inclusive ao meio de controle, foram
observados ao se utilizar o soro de leite sem ureia.
Nao se verificou relagdo direta entre a esporulagdo
¢ a producdo de delta-endotoxinas pelo Btb370
nos meios de cultura, como também entre a
producdo de proteases e de delta-endotoxinas. A
suplementagdo com ureia 1 g.L"! foi viavel para o
substrato palma forrageira na atividade protedsica
e para o xarope de sorgo em praticamente todas as
analises, contudo ndo influenciou positivamente o
soro de leite. Por meio de microscopio eletronico
de varredura, observou-se a predominancia de
cristais com morfologias bipiramidal, esférica e
cuboidal. Portanto, os resultados sugerem o soro
de leite como substrato mais eficiente para novas
formulagdes de meios de cultura para produgado
de delta-endotoxinas por Bacillus thuringiensis
var. berliner, superando os resultados do meio
padrdo Luria-Bertani.

PALAVRAS-CHAVE: Meio de cultura alternativo,
biocontrolador, palma forrageira, xarope de sorgo,
soro de leite.

Introducao

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the
growth and production of delta-endotoxins,
spores and proteases by Bacillus thuringiensis
var. berliner, using agro-industrial substrates of
forage palm (Opuntia), sorghum syrup (Sorghum)
or whey, with or without supplementation of 1 g/L
urea. Luria-Bertani was used as control culture
medium. B. thuringiensis cultures were grown in
Erlenmeyer flasks incubated on a rotary shaker
at 200 rpm, 30 °C for 96 hours. The highest cell
growth (4.28 g.L), production of delta-endotoxins
(568.26 mg.L") and spores (9.61 x 10" CFU.mL"),
even higher than the control medium, were
observed using whey without urea. There was
no direct relationship between sporulation and
delta-endotoxins production for Btb370 in the
culture media, as well as between proteases and
delta-endotoxins production. Supplementation
with urea 1 g.L"' was viable for palm forage
substrate in protease activity and for sorghum
syrup in practically all analyzes, however it
did not positively influence whey. Through the
scanning electron microscope, a predominance of
crystals with bipyramidal, spherical and cuboidal
morphologies could be observed. Therefore, results
suggest whey as the most efficient substrate for
new culture media formulations for production
of delta-endotoxins by Bacillus thuringiensis var:
berliner, surpassing the standard Luria-Bertani
medium results.

KEYWORDS: Alternative culture medium,
biocontroller, forage palm, sorghum syrup, whey.

A bactéria Gram-positiva Bacillus thuringiensis (Bt) ¢
um agente de controle bioldgico utilizado mundialmente
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para formulagdes de biopesticidas. E conhecida por sua alta
atividade inseticida derivada de proteinas de cristal, geralmente
produzidas durante a esporulagdo e compostas, principalmente,
de delta-endotoxinas (RAYMOND et al., 2010). Entre as
vantagens de seu uso como biocontrolador, destacam-se: ndo
liberagao de residuos poluentes; seguranga para organismos
ndo-alvo; inocuidade para plantas, animais ¢ humanos; alta
especificidade para insetos de varias ordens, como Lepidoptera,
Diptera e Coleoptera (ADANG et al., 2014; PAN et al., 2017;
SCHNEPF et al., 1998).

Além da importancia industrial das endotoxinas e dos esporos
de Bt na producao de biocontroladores, as proteases obtidas do
género Bacillus representam aproximadamente 60% do total
das vendas mundiais de enzimas e t€ém caracteristicas notaveis
para muitas aplica¢des industriais, como: na industria de
detergentes para a remogdo de manchas de tecidos, devido a sua
ampla faixa de atividade e a estabilidade de pH e temperatura;
na industria de alimentos para obter peptideos bioativos e
processar diferentes alimentos; na aplicacdo durante sinteses
organicas, por possuirem estabilidade em solventes organicos
(ANNAMALAI etal.,2013; BOUGATEF etal., 2012; OZCAN;
KURDAL, 2012; CAILLE et al., 2002).

Meios de cultura econdmicos para a produgdo de delta-
endotoxinas por B. thuringiensis tém sido avaliados, uma
vez que o uso de substratos comerciais geralmente encarece
o preco final dos produtos a base de Bt e, consequentemente,
reduz sua capacidade competitiva contra inseticidas quimicos.
A exemplo de potenciais substratos alternativos para cultivo de
microrganismos, tém-se a palma forrageira (Opuntia), o xarope
de sorgo (Sorghum) e o soro de leite, que se caracterizam por
serem produtos encontrados abundantemente e que podem ser
facilmente adquiridos por preco reduzido na regido Nordeste
do Brasil.

A palma forrageira constituiu a base alimentar de rebanhos
da regido Nordeste brasileira, possui baixo teor de proteinas e
altos niveis de carboidratos totais, matéria mineral e umidade
(FROTA et al., 2015). O xarope de sorgo ¢ composto principalmente
de sacarose e minerais, como magnésio, potassio e manganés
(RATNAVATHI et al., 2016). O soro de leite é caracterizado por
reter cerca de 55% dos nutrientes do leite durante a produgéo
de queijo, incluindo lactose, proteinas soluveis e sais minerais
(FOX et al., 2017).

Em muitos casos, o substrato para cultivo de Bt carece de
fonte natural de nitrogénio suficiente para uma boa producao
de endotoxinas e ha, entdo, a necessidade de suplementacdo
destas. Possiveis fontes de nitrogénio que podem ser utilizadas
para esse fim sdo glutamato, ureia, farinha de soja, farelo de
algoddo, peptona, sulfato de amdnio, nitrato de potassio, entre
outras. Entre estas, a ureia [CO(NH,),] ¢ caracterizada por
possuir elevada concentragdo de nitrogénio (45%), baixo custo
e alta solubilidade (MELGAR et al., 1999).

Devido a presenca de nutrientes necessarios a fermentagao
de B. thuringiensis, aliados a alta disponibilidade e ao baixo
custo, a palma forrageira, o xarope de sorgo e o soro de leite
foram selecionados para o estudo. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o uso desses substratos no desenvolvimento
de novos meios de cultura para crescimento ¢ producdo de

delta-endotoxinas, esporos e proteases por Bacillus thuringiensis
var. berliner, bem como estudar o padrao de cristais produzidos
usando microscopia eletronica de varredura.

Material e métodos

Microrganismo

Bacillus thuringiensis var. berliner 370 (Btb370) (cepa: Bt
370; SisGen n° AAC4727) foi adquirido da colego de culturas
do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco (Recife, Pernambuco, Brasil). A cepa foi cultivada
e mantida em meio Luria-Bertani (LB) composto de peptona
10 g.L'!, NaCl 10 g.L!, extrato de levedura 5 g.L'! e agar
15 g.L"!, incubado a 30 °C, por 24 horas, e armazenado a -20 °C.

Meios de cultura

O extrato de palma forrageira (Opuntia), o xarope de sorgo
(Sorghum) e o soro de leite foram utilizados como substratos
para os meios de cultura alternativos e receberam a adigdo
de ureia 1 g.L'!. Os meios de cultura foram denominados:
PM (extrato de palma forrageira), PUM (extrato de palma
forrageira com ureia 1 g.L'), SM (xarope de sorgo), SUM
(xarope de sorgo com ureia 1 g.L'"), WM (soro de leite)
e WUM (soro de leite com ureia 1 g.L"). Todos os meios
alternativos receberam a adi¢do de solugdo mineral composta
de 20,3 g.L! de MgCI2, 10,2 g.L'" de CaCl2 ¢ 1,0 g.L'! de
MnCl12 (SHOJAADDINI et al., 2010). O meio LB liquido
foi utilizado como meio controle.

Os cladddios maduros da palma forrageira e o xarope de
sorgo foram obtidos do Instituto Agrondmico de Pernambuco
(Estagao Experimental de Arcoverde, Pernambuco, Brasil).
O extrato de palma forrageira foi preparado por trituragao dos
cladédios de palma em agua destilada, previamente sanitizados
com hipoclorito de sédio a 2% por 20 segundos. O extrato de
palma e o xarope de sorgo foram diluidos 1:5 em agua destilada
e autoclavados a 121 °C por 15 minutos. O soro de leite foi
obtido de uma industria de laticinios localizada em Garanhuns
(Pernambuco, Brasil). O soro teve o pH ajustado para 7,0 e
foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Apos a esterilizagdo,
quando os coagulos sdo formados, o soro foi filtrado a vacuo
dentro de uma capela de laboratério ¢ o sobrenadante foi
utilizado como meio de cultura.

Condicdes de cultivo

O pré-inoculo foi preparado com Btb370 cultivado em
meio LB e incubado em agitador rotativo a 30 °C e 200 rpm,
overnight. A preparacdo do inoculo foi realizada em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio de cultura
com absorbancia inicial de 0,15 a 600 nm (ELLEUCH et al.,
2015) para cada meio (PM, PUM, SM, SUM, WM, WUM
e LB) e incubado em agitador rotativo a 30 °C e 200 rpm
por 96 horas. Todos os meios de cultura do inoéculo foram
realizados em duplicatas. Amostras das culturas incubadas
foram coletadas diariamente, para observagdo do crescimento
celular, da formacdo de delta-endotoxinas ¢ esporos ¢ da
atividade proteasica de Btb370.
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Determinacao da concentracao celular

A concentragdo celular foi determinada por densidade optica
(D.0O) a 600 nm e massa celular seca, na qual as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, os sobrenadantes
foram descartados e os precipitados celulares foram incubados
a 30 °C até peso constante. O peso seco da biomassa foi obtido
e expresso em gramas por litro (g.L ") (SHOJAADDINI et al.,
2010).

Quantificacdo de delta-endotoxinas

A concentragao de delta-endotoxinas foi determinada com
base em uma preparagao de cristal solubilizado de cada meio
de cultura, de acordo com Prabakaran e Balaraman (2006).
Para tanto, foi centrifugado 1 mL de cada meio a 10.000 rpm
por 10 min e o precipitado resultante foi lavado duas vezes
com NaCl (1 mol.L"), duas vezes com agua destilada e
centrifugado apés cada lavagem. Em seguida, o precipitado
foi, entdo, ressuspendido em 1 mL de NaOH (50 mmol.L!), a
fim de solubilizar os cristais de delta-endotoxinas. Por fim, a
quantificacdo proteica foi feita utilizando o Kit BCA (Pierce
BCA Protein Assay, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) e os resultados foram expressos em mg.L".

Quantificacao de esporos

As amostras dos meios de cultura foram tratadas termicamente
a 80 °C, por 15 minutos, diluidas em série e semeadas em placas
com meio agar LB. As placas foram incubadas a 37 °C por
20 horas e as colonias Btb370 desenvolvidas foram contadas
e expressas em UFC (unidade formadora de colonias) por mL
(SHOJAADDINI et al., 2010).

Atividade proteasica

A atividade proteasica foi realizada pelo método descrito por
Alencar et al. (2003), no qual as amostras do sobrenadante dos
meios de cultura foram incubadas com 1% (p/v) de azocaseina
por 60 minutos a 25 °C, a reagdo foi interrompida com a adi¢ao
de 10% (p/v) de acido tricloroacético (TCA) e, apds 15 minutos,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por cinco minutos.
Os sobrenadantes foram coletados ¢ adicionados a uma solugio
de NaOH 1M em placa ELISA e a absorbancia foi medida em
um leitor ELISA (iMark™ Microplate Absorbance Reader,
Bio-rad, Sao Paulo, Brasil) a 450 nm. Os resultados foram
expressos em U.mL"!, no qual 1 U representa a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar a azocaseina, proporcionando um
aumento de 0,001 unidade de absorbancia por minuto.

Caracterizacao morfologica por microscopia
eletronica de varredura (MEV)

As amostras dos meios de cultura foram centrifugadas
a 10.000 rpm, por dez minutos, em temperatura ambiente.
Os sobrenadantes foram descartados e as massas celulares foram
lavadas duas vezes com NaCl (1 mol.L"), duas vezes com agua
destilada e centrifugadas apds cada lavagem (PRABAKARAN;
BALARAMAN, 2006). Apos a ultima centrifugacdo, os
precipitados foram fixados e secos em suportes metalicos e
cobertos com particulas de ouro por 90 segundos, com uma
corrente elétrica de 30 mA, utilizando um metalizador Desk V®

(Denton Vacuum, Nova Jersey, EUA). A microscopia eletronica
das amostras foi realizada sob baixo e alto vacuo de 10 a
20 kV em um microscopio eletronico de varredura VEGA 3®
(Tescan, Fuveau, Franga), no Centro de Apoio a Pesquisa da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Analise estatistica

A determinagdo da concentragdo celular, a quantificacdo
de delta-endotoxinas e esporos ¢ a atividade proteasica foram
apresentadas em valores médios ¢ desvio padrdo de dois
experimentos independentes. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo Microsoft Excel 2010.

Resultados e discussao

Avaliacao da fermentagao de Btb370 nos meios
de cultura

Por meio de analises da fermentagio de Bacillus thuringiensis
var. berliner cepa Bt370 (Btb370) em sete diferentes meios
de cultura, pode-se perceber que o meio a base do substrato
de soro de leite sem suplementacdo de ureia 1 g.L'' (WM)
foi o que indicou maiores resultados para o crescimento
celular, producdo de esporos e de delta-endotoxinas por
Btb370 (Tabela 1). Iggen et al. (2002) também relataram que
o soro de leite se apresentou como estimulante da formagao
de proteinas de cristal e da esporulagdo de B. thuringiensis.
Além disso, WM foi o Ginico substrato alternativo do presente
trabalho que apresentou producdo de delta-endotoxinas maior
que o meio convencional LB, sendo este amplamente utilizado
por outros pesquisadores para produzir toxinas por cepas de
B. thuringiensis (ELLEUCH et al., 2015; JISHA et al., 2015;
ZGHAL et al., 2018).

A adigdo de ureia 1 g.L! no meio de cultura a base de soro
de leite (WUM) ndo favoreceu o crescimento, a producao
de delta-endotoxinas, esporos nem proteases por Btb370,
apresentando, inclusive, resultados inferiores aos do WM (Tabela 1)
e indicando que esse substrato ndo requer suplementagio dessa
fonte de nitrogénio. Esse fato pode ser justificado pela grande
quantidade de proteinas no soro de leite, que provavelmente
supre as necessidades de nitrogénio das bactérias em crescimento
(LAGRANGE; CLARK, 2019).

Os meios de cultura a base de xarope de sorgo (SM; SUM)
demonstraram resultados superiores ou similares ao meio LB
em praticamente todas as analises, exceto na produgdo de
delta-endotoxinas por Btb370 (Tabela 1). A adi¢do de ureia
1 g.L'!' ao meio de sorgo (SUM) proporcionou aumento na
concentragdo celular e producao de delta-endotoxinas e esporos
por Btb370. Esse efeito pode ser devido a alta concentracao
de carboidratos no xarope de sorgo e a menor concentragao
de nitrogénio disponivel para o desenvolvimento microbiano
(RATNAVATHI et al., 2016), que foi mais bem suprida com a
presenga de ureia no meio.

Os meios de cultura a base de extrato de palma forrageira
(PM; PUM) indicaram menor crescimento celular, menos
esporulagdo e ndo apresentaram produc¢do mensuravel de
delta-endotoxinas por Btb370 (Tabela 1). Além disso, a adigdo
de ureia 1 g.L'! no meio de cultura (PUM) néo influenciou
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Tabela 1. Valores médios das analises de 96 horas de fermentagdo de Bacillus thuringiensis var. berliner (Btb370) em sete diferentes meios de cultura.

Meio de cultura Densidade optica Biomassa Esporos Delta-endotoxinas Proteases
(600 nm) (g.Lh (x 10" UFC.mL™") (mg.L") (U .mL")

LB 3,15+£0,12 1,75+ 0,76 0,77 + 0,95 450,98 + 60 573,33 +107

PM 1,05 + 0,63 0,63 + 0,27 0,22 + 0,55 0 793,32 + 339

PUM 1,18 +£0,37 0,48 + 0,25 1,57 +1,19 0 4682,22 + 245

SM 2,87 + 0,09 1,69 + 0,66 7,95 + 0,7 97,05 + 85 6013,33 + 589

SUM 4,81 £ 0,13 2,34+ 0,35 9,05 £ 0,63 180,41 + 86 2915,55 + 576

WM 5,19 + 0,46 4,28 + 0,28 9,61 + 0,7 568,26 + 74 5962,22 + 405

WUM 3,48 £ 0,82 3,64 + 0,49 4,18 £ 0,53 395,15+ 81 2643,33 £ 659

LB: Luria-Bertani; PM: extrato de palma forrageira; PUM: extrato de palma forrageira com ureia 1 g.L!'; SM: xarope de sorgo; SUM: xarope de sorgo com

ureia 1 g.L''; WM: soro de leite; WUM: soro de leite com ureia 1 g.L".

o desenvolvimento do bacilo, com exce¢do da producdo de
proteases. Esse fato pode estar atrelado ao género da palma
forrageira utilizada no presente trabalho, pois as palmas do
género Opuntia sdo compostas, principalmente, de carboidratos
pentose (xilose e arabinose) (TRACHTENBERG; MAYER,
1981), enquanto B. thuringiensis, preferencialmente, consome
carboidratos hexose (MOUNSEEF et al., 2014). Desse modo, a
bactéria pdde ter apresentado dificuldades para desenvolver,
esporular e produzir toxinas.

Nao se verificou relagdo direta entre a esporulacdo e a
produgdo de delta-endotoxinas de Btb370 no presente trabalho.
AFigura | indica que mesmo com menor esporulagdo nos meios
LB e WUM, houve significante produgao de delta-endotoxinas,
enquanto nos meios de cultura PUM, SM e SUM, apesar de
terem apresentado consideravel esporulag¢do, ndo indicaram
produgdo elevada de delta-endotoxinas, ou seja, o fato de
Btb370 demonstrar elevada esporulagao em determinado meio
de cultura ndo significa, necessariamente, que também produzira
elevada quantidade de delta-endotoxinas ou vice-versa.

Corroborando o fato mencionado anteriormente, Abdel-
Hameed et al. (1990) e Ennouri et al. (2013) também relatam
que o crescimento celular e a esporulagdo nem sempre estdo
correlacionados com o rendimento de toxinas por B. thuringiensis.
Assim, a produgao de delta-endotoxinas ¢ um parametro mais
confiavel para avaliar a eficiéncia do substrato como constituinte
de meio de cultura Bt do que outros parametros.

Relacao entre proteases e delta-endotoxinas

Assim como ocorreu entre a produgdo de esporos e de delta-
endotoxinas, também ndo se observou um padrao positivo ou
negativo entre a produgdo de proteases e de delta-endotoxinas por
Btb370 no presente trabalho. A exemplo disso, a Figura 2 mostra
que, para a maioria dos meios de cultura analisados, quando houve
mais atividade proteasica, ocorreu diminuigdo da quantificagdo de
delta-endotoxinas, podendo esse fato ser derivado de uma agdo
inibitoria das proteases sobre as delta-endotoxinas, enquanto os
meios a base de soro de leite apresentaram atividade protedsica
tao alta quanto a producdo de delta-endotoxinas, podendo isto
se derivar de uma agao estimulante.

Uma possivel justificativa para a diferen¢a da influéncia das
proteases sobre as delta-endotoxinas de Btb370 nos diferentes
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Figura 1. Relagdo entre a formagdo de esporos (x 10'° UFC.mL") e de
delta-endotoxinas (mg.L") por Btb370 em sete diferentes meios de cultura
apo6s 96 horas de fermentagdo. LB: Luria-Bertani; PM: extrato de palma
forrageira; PUM: extrato de palma forrageira com ureia 1 g.L'; SM: xarope
de sorgo; SUM: xarope de sorgo com ureia 1 g.L'; WM: soro de leite; WUM:
soro de leite com ureia 1 g.L"!
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Figura 2. Relagdo entre a atividade proteasica (U.mL") e a producdo de
delta-endotoxinas (mg.L") por Btb370 em sete diferentes meios de cultura
apo6s 96 horas de fermentagdo. LB: Luria-Bertani; PM: extrato de palma
forrageira; PUM: extrato de palma forrageira com ureia 1 g.L"'; SM: xarope
de sorgo; SUM: xarope de sorgo com ureia 1 g.L'; WM: soro de leite; WUM:
soro de leite com ureia 1 g.L"!
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meios de cultura estudados pode ser o fato de que a producéo
extracelular de proteases ¢ fortemente influenciada pelos
componentes do meio, como a variagao na propor¢ao C/N e a
presenga de agucares facilmente metabolizaveis, como glicose,
e ions metalicos (BRAR et al., 2007).

Além disso, segundo Brar et al. (2007), as proteases
de B. thuringiensis podem atuar de maneiras diferentes
sobre as endotoxinas. Existem as proteases envolvidas na
sintese de esporos e delta-endotoxinas de Bt, assim como na
disponibiliza¢do de componentes proteicos para formagdo
subsequente de esporos ¢ toxinas de cristal, na lise celular
e liberag@o de esporos maduros e proteinas de cristal, o que
provocaria, consequentemente, um aumento do niimero de
endotoxinas presentes no meio de cultura, podendo isto ter
ocorrido nos meios a base de soro de leite. Por outro lado,
existem proteases de Bt que promovem a degradacdo de
protoxinas em pequenos fragmentos polipeptidicos, portanto
diminuiriam o nimero de endotoxinas no meio de fermentagao,
fato que pode ter ocorrido com os demais meios de cultura
estudados.

SEM HV: 20.0 KV WD: 8.04 mm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE
View field: 20.8 pm  Date(midly): 09726117

I I 1 I

5 pm

SEM HV: 20,0 kV WD: 7.89 mm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE

View field: 20.8 ym  Date{midly): 0927117 Cenapesq

VEGA3 TESCAN

Caracterizacao morfologica dos cristais proteicos
de Btb370

Foram selecionadas amostras no periodo de 96 horas de
fermentacdo de Btb370 dos meios de cultura LB, SUM e
WM para a analise morfologica dos cristais proteicos por
meio do microscépio eletrdnico de varredura (MEV), ja que
aqueles foram os meios que apresentaram produgdo razoavel
de delta-endotoxinas nesse periodo. Amostras do meio PUM
as 96 horas também foram analisadas para verificar a presenca
ou ndo de cristais de Btb370.

De acordo com Schnepfet al. (1998), os cristais de Bt podem
apresentar varias formas, como bipiramidal (Cry1), cuboidal
(Cry2), retangular plano (Cry3A), irregular (Cry3B), esférico
(Cry4A e Cry4B) e romboidal (Cryl1A). Apesar de ndo ter
sido identificada produ¢do mensuravel de delta-endotoxinas
de Btb370 nos meios de cultura a base do extrato de palma
forrageira, por meio do MEV se observou a presenca de cristais
esféricos, bipiramidais e cuboidais no meio PUM (Figura 3A),
embora em quantidade inferior quando comparada as que
ocorreram nos outros substratos.
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Figura 3. Microscopia eletronica de varredura de Btb370 cultivado em extrato de palma forrageira com ureia 1 g.L!' (A), Luria-Bertani (B), xarope de sorgo
com ureia 1 g.L'! (C) e soro de leite (D). E: esporos; BP: cristal bipiramidal; EF: cristal esférico; CB: cristal cuboidal.
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Corroborando as analises de quantificagdo de esporos ¢
delta-endotoxinas produzidas por Btb370 mostradas na Figura 1,
o meio LB apresentou poucos esporos e quantidade consideravel
de cristais esféricos e alguns bipiramidais (Figura 3B). Ja os
meios SUM (Figura 3C) e WM (Figura 3D) apresentaram
quantidades significativas de esporos e delta-endotoxinas,
com predominancia de cristais bipiramidais e alguns esféricos.

A morfologia dos cristais bipiramidais foi a mais predominante
na fermentacdo de Btb370. Da mesma forma, Bohorova et al.
(1996) analisaram um total de 426 isolados de B. thuringiensis,
tendo verificado que a maioria (84%) mostrou a presenga de
cristais bipiramidais e quando a morfologia dos cristais de
isolados mais ativos contra lepidopteros (Helicoverpa zea,
Spodoptera frugiperda, Diatraea grandiosella e D. saccharalis)
foi comparada, nenhuma morfologia especifica foi associada
a atividade e também ndo houve correlagdo entre os niveis de
toxicidade e o tamanho do cristal.

Conclusoes

Entre os substratos alternativos estudados, observou-se
que o soro de leite sem suplementagdo de ureia 1 g.L! foi
o meio de cultura mais eficiente para o crescimento celular,
producdo de delta-endotoxinas, esporos e proteases por Bacillus
thuringiensis var. berliner cepa Bt370 (Btb370), superando os
resultados obtidos com o meio convencional Luria-Bertani,
possibilitando, desta forma, a redugdo de custos para novas
formulagdes de biocontroladores a base de Bt e para o acesso
a proteases de importancia industrial.
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