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Resumo

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria de interesse mundial, devido sua elevada toxicidade a uma ampla gama de
insetos vetores de agentes patogénicos ao homem e pragas agricolas. A acdo inseticida de Bt é conferida pela presenca
de cristal proteico, que atuam como toxinas. Diversos estudos séo realizados com intuito de selecionar linhagens de Bt
de diferentes ecossistemas com acdo mosquitocida para insetos vetores. Observa-se que o solo é o substrato mais
utilizado para o isolamento de Bt, sendo amplamente encontrado na natureza, predominantemente, na forma de
esporos. A busca de novas linhagens de Bt em diferentes regides do mundo tem como objetivo obter novas toxinas
com acdo inseticida, e que possam ser utilizadas na producdo de biopesticidas. Para o cultivo das linhagens, séo
utilizados os meios Agar Nutriente ou NYSM. Os meios de cultura possuem grande variedade de nutrientes, sendo
ricos em carbono, nitrogénio e sais minerais, que sdo utilizados para induzir o crescimento dos microrganismos.
Portanto, diversos estudos buscam aprimorar esses meios para o crescimento de Bt, utilizando meios alternativos
eficazes e econémicos, visando o controle de mosquitos vetores.

Palavras-chave: Entomopatogénico; Inseticida; Crescimento bacteriano; Controle biolégico.
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Abstract

Bacillus thuringiensis (Bt) is a bacterium of worldwide interest, due to its high toxicity to a wide range of insect
vectors of pathogens to humans and agricultural pests. The insecticidal action of Bt is conferred by the presence of
protein crystals, which act as toxins. Several studies are carried out in order to select Bt strains from different
ecosystems with mosquitocidal action for vector insects. It is observed that the soil is the most used substrate for the
isolation of Bt, being widely found in nature, predominantly in the form of spores. The search for new Bt strains in
different regions of the world aims to obtain new toxins with insecticidal action, which can be used in the production
of biopesticides. For the cultivation of the strains, Nutrient Agar or NYSM media are used. Culture media have a wide
variety of nutrients, being rich in carbon, nitrogen and mineral salts, which are used to induce the growth of
microorganisms. Therefore, several studies seek to improve these means for the growth of Bt, using alternative
effective and economical means, the control of vector mosquitoes.

Keywords: Entomopathogenic; Insecticide; Bacterial growth; Biological control.

Resumen

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria de interés mundial, debido a su alta toxicidad para una amplia gama de
insectos vectores de patdgenos para humanos y plagas agricolas. La accion insecticida de Bt se confiere por la
presencia de cristales de proteinas, que actian como toxinas. Se realizan varios estudios para seleccionar cepas de Bt
de diferentes ecosistemas con accion mosquitocida para insectos vectores. Se observa que el suelo es el sustrato mas
utilizado para el aislamiento de Bt, encontrandose ampliamente en la naturaleza, predominantemente en forma de
esporas. La bdsqueda de nuevas cepas de Bt en diferentes regiones del mundo tiene como objetivo la obtencion de
nuevas toxinas con accion insecticida, que puedan ser utilizadas en la produccion de bioplaguicidas. Para el cultivo de
las cepas se utilizan medios de agar nutritivo 0 NYSM. Los medios de cultivo tienen una amplia variedad de
nutrientes, ricos en carbono, nitrdgeno y sales minerales, que se utilizan para inducir el crecimiento de
microorganismos. Por ello, varios estudios buscan mejorar estos medios para el crecimiento de Bt, utilizando medios
alternativos eficaces y econémicos, el control de mosquitos vectores.

Palabras clave: Entomopatdgeno; Insecticida; Crecimiento bacterial; Control biolégico.

1. Introducéo

A espécie Bacillus thuringiensis Berliner é um entomopatdgeno de maior sucesso, apresentando maltiplas vantagens,
principalmente quando comparado ao controle quimico, que ocasionam sérios problemas & satde humana e a natureza (Alves,
1998; Polanczyk e Alves, 2003; Bravo et al., 2011; Soares-da-Silva et al., 2017). Além disso, € uma das bactérias mais
utilizadas na fabricacdo de inseticidas bioldgicos e, para o controle de insetos em todo o mundo (Polanczyk e Alves, 2003;
Galzer e Azevedo Filho, 2016; Liu et al., 2016).

O interesse das pesquisas voltadas para o B. thuringiensis é devido sua elevada patogenicidade e toxicidade a uma
ampla gama de insetos transmissores de agentes patogénicos ao ser homem e pragas agricolas (Alves, 1998; Marrone, 2019;
Saraiva et al., 2019). Portanto, diversos estudos em diferentes partes do mundo s&o realizados com o objetivo de selecionar
novas linhagens de B. thuringiensis com elevada toxicidade (El-Kersh et al., 2016; Soares-da-Silva et al., 2017; Lobo et al.,
2018).

B. thuringiensis é naturalmente encontrado em diferentes locais como no solo, grdos estocados, plantas, insetos
mortos e agua (Guz, Bugla-Ploskonska e Doroszkiewicz, 2009; Konecka et al., 2012; Reyaz, Gunapriya e Arulselvi, 2017;
Argblo-Filho e Loguercio, 2018). Relacionado aos insetos, tem-se constatado que esses organismos sdo altamente infectados
por microrganismos, podendo esta presente externa e internamente, mantendo a relagdo complexa entre eles. Os insetos mortos
sdo fontes de alimento para B. thuringiensis no ambiente, servindo como substrato e matriz natural dos esporos. A ampla gama
de substrato para reproducdo de B. thuringiensis pode gerar variabilidade genética dessa bactéria em condi¢des naturais (Alves,
1998; Ben-Dov, 2014; Raymond, 2017; Viana et al., 2020).

A acdo inseticida de B. thuringiensis é conferida pela presenca de cristal de proteinas produzido durante a fase de
esporulagdo, que atuam como toxinas (Alves, 1998; Polanczyk e Alves, 2003; Fernandez-Chapa et al., 2019). Essas proteinas

sdo conhecidas como 3-endotoxinas, que sdo compostas de duas familias multigénicas, as proteinas Cry (Crystal) e Cyt
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(Citoliticas), as quais sao toxicas a insetos de diferentes ordens (Hofte e Whiteley, 1989; Bravo, Gill e Soberon, 2007; Van
Frankenhuyzen, 2013; Badran et al., 2016; Zogo et al., 2019; Onofre et al., 2020).

Para a selecdo de novas linhagens de B. thuringiensis com potencial de a¢do inseticida, um parametro importante é a
adequacdo do crescimento bacteriano em laboratério, como verificacdo das exigéncias nutricionais, levando em consideracao o
préprio ambiente onde cada linhagem foi isolada. Nesse sentido, a escolha do meio de cultivo adequado é extremamente
importante para o sucesso de producdo da bactéria. Os meios de cultura para crescimento das bactérias, devem proporcionar a
maxima produgdo com custo minimo (Couch, 2000; Angelo, Vilas-Boas e Castro-Gomez, 2010; Boniolo et al., 2012).

Os meios de cultivo utilizados para o crescimento de B. thuringiensis comumente possuem uma fonte de nitrogénio,
carbono e sais minerais. A fonte de carbono fornece energia e matéria prima para muitas organelas celulares, o nitrogénio atua
na sintese de proteinas e &cidos nucléicos e os sais minerais agem como cofatores no controle da osmolaridade celular (Angelo,
Vilas-Bbas e Castro-Gomez, 2010; Boniolo et al., 2012). Nessa revisdo foram identificados os meios de cultura mais
comumente utilizados no crescimento de B. thuringiensis, as principais diferencas desses meios de cultivo e seus componentes

nutricionais fundamentais. Além disso, também foi abordado as principais técnicas utilizadas na identificag8o dessa bactéria.

2. Metodologia

O presente estudo é uma sintese do conhecimento cientifico sobre a identificacdo de B. thuringiensis e 0os meios de
cultura utilizados no crescimento da bactéria no controle de vetores. A escolha dos artigos foi realizada de modo atemporal, ou
seja, independentemente do tempo.

A revisdo foi produzida com base em livros cientificos e artigos disponiveis nas bases de dados de indexacéo, como:
Pubmed, Scielo, Wiley Online Library, cience Direct, Web of Science e Scopus. A busca de artigos nas diferentes bases de
dados utilizou diferentes termos como: cultivos de Bacillus thuringiensis, selecdo de Bacillus thuringiensis, identificagdo de
Bacillus thuringiensis, Prospecgdo de Bacillus thuringiensis, Bacillus thuringiensis no controle de mosquitos vetores, culture
media in the growth of Bacillus thuringiensis, Prospecting for Bacillus thuringiensis, selection of Bacillus thuringiensis in
vector control. Apds a selegdo dos artigos cientificos, os mesmos foram lidos, analisados e interpretados as principais
informagdes para a fundamentagéo tedrica do estudo. A partir da fundamentacéo tedrica foram confeccionadas tabelas com os

dados de cada artigo cientifico referente ao isolamento e meios de cultura utilizados no crescimento de B. thuringiensis.

3. Bacillus thuringiensis

A bactéria B. thuringiensis é um bastonete de 1 a 1,2 um de largura por 3 a 5 um de comprimento, comumente com
motilidade. E gram-positiva, aercbica, crescendo facultativamente em anaerobiose, na faixa de 10 a 45°C. Desenvolvem
esporos, de elipticos a cilindricos, na posi¢do central, com esporangio ndo claramente estendido e produzem um cristal proteico
(Alves, 1998; Capalbo, Vilas-B6as e Suzuki, 2005; Deng et al., 2014).

Em 1901, esta bactéria foi inicialmente analisada por Ishiwata, ocasionando mortalidade em larvas de bicho-da-seda,
Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (Linnaues, 1758), sendo chamada de Bacillus sotto. Posteriormente, em 1911, a
bactéria foi novamente isolada por Berliner, apresentando aspectos da sua atividade entomopatogénica e o nomeou de B.
thuringiensis em homenagem a provincia da Thuringia na Alemanha, local onde foi primeiramente descoberto (Glare e
O’ Callagham, 2000).

Embora o termo B. thuringiensis seja empregado para uma Unica espécie, levando em consideracdo aspectos
taxondmicos, esta bactéria pertence a um complexo de vérias espécies (B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis e
B. weihenstephnensis). Este complexo é denominado B. cereus (Polanczyk e Alves, 2003; Ehling-Schulz, Lereclus e Koehler,
2019).
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O ntimero de células de B. thuringiensis obtidas em isolamento varia entre 10? e 10* unidades formadoras de col6nia
(UFC) por grama de solo, enquanto que em plantas este nimero possui uma taxa bem mais baixa (Damgaard, 2000).

Dentre as bactérias que possuem patogenicidade a insetos, o B. thuringiensis é o principal componente ativo utilizado
comercialmente nos biolarvicidas (Liu et al., 2016). A espécie Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) é a linhagem que
apresenta maior atividade tdxica para mosquitos e é utilizada como padrédo, sendo indicada no controle de vetores em varias
regides do planeta. O grande sucesso desta bactéria como agente de controle biolégico se da devido a producdo, durante a
esporulagdo, de um cristal de proteinas, que contém toxinas inseticidas, chamadas de 3-endotoxinas (Damgaard, 2000;
Delécluse, Juarez-Pérez e Berry, 2000; Saraswathy e Kumar, 2004; Sanchis, 2011; Deng et al., 2014; Onofre et al., 2020).

O B. thuringiensis oferece uma diversidade de vantagens, como seguranca ambiental, pois atua somente na espécie
alvo e suas toxinas ndo se acumulam no meio ambiente; 6tima durabilidade no ambiente, apresentando eficacia no campo de
até 90 dias, em locais protegidos dos raios solares; capacidade de reciclagem em larvas mortas, com isso 0s esporos podem
germinar dentro do cadaver das larvas, mantendo-se assim no ambiente; além de apresentar uma diversidade de toxinas
inseticidas, o que ira dificultar a selecdo de mosquitos com resisténcia (Habib e Andrade, 1998; Polanczyk e Alves, 2003;
Soares-da-Silva et al., 2017).

4. Mecanismo de ac¢do das toxinas Cry e Cyt de Bacillus thuringiensis

A atividade larvicida da bactéria B. thuringiensis é conferida a producdo de um cristal proteico, que ird conter as
delta-endotoxinas, sendo as proteinas Cry (Cristal) as mais relevantes, e as Cyt (Citoliticas) atuando em sinergismo com as
toxinas do cristal proteico. Estas proteinas sdo sintetizadas durante o processo de esporulacdo do B. thuringiensis, em
condicBes limitadas de crescimento, e sdo codificadas por diferentes genes chamados genes cry e cyt (Agaisse e Lereclus,
1995; De Maagd et al., 2003; Saraswathy e Kumar, 2004; Pérez et al., 2005; Fernandez-Chapa et al., 2019).

O cristal de proteinas dessa bactéria é considerado como uma pro-toxina, sendo uma forma inativa, que em contato
com meio alcalino ou em solucdo de enzima proteolitica, ocorre a clivagem desta prd-toxina, resultando em moléculas de
tamanhos variados, as comumente chamadas de Cry e Cyt (Kuo e Chak, 1996; Yamamoto e Dean, 2000; Bravo et al., 2005;
Zhong et al., 2007). Os esporos também podem contribuir com a atividade patogénica por meio da acéo sinérgica realizada
com as delta-endotoxinas (Johnson e McGaughey, 1996).

As proteinas Cry apresentam atividade toxica para os insetos, quando as larvas se alimentam desses cristais. Deste
modo, apds a ingestdo, os cristais sdo solubilizados no pH alcalino, que em presenca de enzimas digestivas, tornam-se toxicos
e sdo convertidas em quatro ou mais polipeptidios de delta-endotoxinas. As toxinas hidrolisadas atravessam a membrana
peritréfica, ligam-se aos receptores especificos na membrana apical das células colunares do intestino médio, intervindo no
gradiente ibnico e no balangco osmético das células da membrana, formando poros e, causando ruptura na célula e
desintegracdo do intestino médio. Portanto, a larva sofre consequente morte por inanigdo, tornando-se incapaz de absorver 0s
nutrientes necessarios (Figura 1) (Hofte e Whiteley, 1989; Bravo, 1997; Copping e Menn, 2000; Bergman et al., 2007).

A atividade patogénica a insetos dessa bactéria estd associada com a sintese dessas proteinas que possuem alta
atividade tdxica e exclusivas para insetos de diversas ordens e alguns invertebrados (Hofte e Witeley, 1989; Glare e
O’Callangham, 2000; Zogo et al., 2019).
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Figura 1. Representacdo esquematica do modo de acéo das toxinas de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis em larva de
mosquito.
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Fonte: Esquema realizado por Vieira-Neta no Created in BioRender e figuras do epitélio intestinal de Viana et al. (2021).

Diversas ordens de insetos sdo suscetiveis as linhagens de B. thuringiensis, dentre as mais estudadas estéo,
Lepidoptera, Coleoptera por serem importantes pragas agricolas e Diptera, especialmente as espécies vetores de doencas. Além
de insetos sdo citados na literatura os nematoides, acaros, entre outros organismos (Kuo e Chak, 1996; Yamamoto e Dean,
2000; De Maagd et al., 2003; Van Frankenhuyzen, 2009, 2013).

As toxinas de B. thuringiensis sdo compostas por trés dominios, o dominio I, relacionado a insercéo e formagédo de
poros na membrana; o 1l, responsavel pelo reconhecimento do receptor e, pela acao especifica da toxina para a espécie-alvo; e
o dominio I, em que sua fungdo ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas acredita-se estar envolvida com as duas func¢Ges
dos dominios anteriores, além de tornar a toxina estavel (Saraswathy e Kumar, 2004).

Pesquisas sobre a toxina de B. thuringiensis, mostram a associacdo entre os trés dominios para ocasionar a atividade
larvicida de B. thuringiensis. Saraswathy e Kumar (2004) delinearam a engenharia das diferentes d-endotoxinas, levando a
compreensdo do seu modo molecular de atuagdo e constituicdo de novas toxinas com maior patogenicidade e acéo especifica.
A atividade toxica das proteinas estd associada ao componente N-terminal, enquanto que o componente C-terminal determina a
formacédo da estrutura do cristal proteico (Li, Carroll e Ellar, 1991). A composic¢do da inclusdo cristalina e as estruturas das
toxinas originam a formacao do cristal, que pode ser bipiramidal, cubdide, rombdide, ovéide, esférico, retangular ou sem forma
determinada (Habid e Andrade, 1998).

A maioria das linhagens de B. thuringiensis sdo capazes de produzir mais de um tipo de cristal. Os cristais sdo
formados por diferentes proteinas Cry e/fou Cyt, como ocorre na espécie B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti), que possui
cinco genes que codificam proteinas Cry e dois genes codificadores de Cyt, localizados no mesmo plasmideo com massa
molecular de 72 MDa (Gonzalez e Carlton, 1984; Lereclus et al., 1989; Berry et al., 2002). Esses genes das proteinas do cristal

de proteinas de B. thuringiensis estdo presentes em plasmideos conjugativos, facilitando a recombinacdo e troca destes
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elementos, assim, fornece um importante mecanismo de geracdo de novas especificidades (Aronson, 1993; Berry et al., 2002;
Espinasse et al., 2003).

A multiplicidade de proteinas Cry e Cyt sdo consequéncia de continuos esforcos na investigacdo por toxinas com
caracteristicas apropriadas para controlar biologicamente os insetos de importancia agricola e transmissores de doencas (Pigott
e Ellar, 2007; Saraiva et al., 2019). Compreendendo mais de 400 genes cry e aproximadamente 37 genes cyt ja identificados.
As proteinas Cry estdo classificadas em cerca de 74 grupos reunidos em diferentes subgrupos, além da existéncia de trés
grupos de toxinas Cyt (Crickmore et al., 2020). As toxinas Cry especificamente com acdo para dipteros vetores de doencgas
abrangem cerca de 20, sendo que consecutivamente sdo descritos novos genes e, por conseguinte, novas toxinas (Van
Frankenhuyzen, 2009, 2013).

Um dos exemplos de trabalhos de isolamento e avaliacdo da patogenicidade de novas linhagens de B. thuringiensis,
foi realizado em 2009, na China, onde foi isolado do solo uma nova linhagem de B. thuringiensis, que demostrou atividade
entomopatogénica para larvas de Aedes aegypti vinculada a mesma descoberta, encontrou-se também uma nova toxina Cry
diferente das atualmente conhecidas, com ac¢do para o0 mesmo vetor (Tan et al., 2009).

Especialmente, devido a crescente utilizacdo das proteinas Cry e Cyt, produzidas por essa bactéria no controle
bioldgico de insetos de importancia epidemioldgica, ha também a preocupacdo com a manipulagdo de resisténcias de insetos
alvo as d-endotoxinas produzidas pelo B. thuringiensis jA conhecidas. E como essas toxinas ndo oferecem risco & saude
humana e outras espécies benéficas & natureza, a sua utilizacdo para controle de insetos vetores tornam-se conveniente
(Carozzi et al., 2001; Silva, 2008).

Desse modo, a investigagdo de novas linhagens de B. thuringiensis com potencialidades diferentes das atualmente
conhecidas, mostra-se como uma das prioridades de pesquisas em varias regides do mundo, objetivando obter, isolar e
caracterizar linhagens promissoras e com toxinas diferenciadas das que ja existem, podendo ser utilizadas na producdo de
biolarvicidas (Schnepf e Whiteley, 1981; Barreto, 2005; Medeiros et al., 2006; El-Kersh et al., 2016; Soares-da-Silva et al.,
2017; Lobo et al., 2018).

5. Isolamento, identificacdo e toxicidade de Bacillus thuringiensis para mosquitos vetores

Devido ao sucesso de B. thuringiensis no controle de vetores, diversos estudos sdo realizados para selecionar isolados
com acao mosquitocida (Campanini et al., 2012; Soares-da-Silva et al., 2015; Tissera et al., 2018; Vieira-Neta et al., 2020).
Geralmente, os trabalhos de selecdo de linhagens de B. thuringiensis para mosquitos sdo iniciados com a busca pelo complexo
de proteinas Cry e Cyt, toxinas encontradas na cepa padrdo Bti (cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa, cryl1Ba, cytlAa, cytlAb e
cy2Ba), pois 0s genes presentes nos isolados é uma forma de prever a atividade larvicida. No entanto, muitos trabalhos
preferem selecionar linhagens selvagens, tendo em vista, que estas podem apresentar maior variabilidade genética (Van
Frankenhuyzen, 2009; da Costa et al., 2010; Cantén et al., 2011; Crickmore et al., 2020).

O solo é o substrato comumente utilizado para a selecdo de B. thuringiensis (Soares-da-Silva et al., 2017; Gobatto et
al., 2010; Soares-da-Silva et al., 2015; Monnerat et al., 2005; Vieira-Neta et al., 2020), pois essa bactéria é amplamente
encontrada na natureza predominantemente na forma de esporos, que podem permanecer viaveis por longos periodos de tempo
(de Maagd et al., 2003). De acordo com Wang et al. (2003) o B. thuringiensis é encontrado em todos os ambientes terrestres e
também em insetos mortos plantas e detritos. B. thuringiensis possui capacidade de permanecer no solo em diversas condigdes
ambientais, sendo facilmente transportada por animais, vento e chuvas. A presenga de componentes quimicos no solo como
Ca, Cu, Fe e Zn sdo importantes para o desenvolvimento da bactéria no ambiente (Glare e O’Callagham 2000; Polanczyk,
2004).
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Diferentes hipoteses explicam sobre a permanéncia de B. thuringiensis no solo, Meadows (1993) relata que B.
thuringiensis é depositado no solo por folhas e insetos, dificilmente desenvolve-se no solo. Essa bactéria também pode ser
patdgeno de insetos do solo que apresentem pouca importancia econémica, com 0s quais poucos estudos foram realizados.
Pressupde também que B. thuringiensis pode desenvolver-se no solo quando existem nutrientes suficientes, obtidos de residuos
organicos em decomposicdo. E que a afinidade de B. thuringiensis e B. cereus, com o qual B. thuringiensis pode trocar
material genético, possibilitando sua permanéncia no ambiente. Qutra proposi¢cdo para a variagdo de B. thuringiensis nas
regides brasileiras podem estar relacionadas as atividades agricolas, tipos de solo e método de isolamento desenvolvido
(Gobatto et al., 2010).

A quantidade de isolados obtidos de diferentes regi6es brasileiras varia bastante (Tabela 1), o que pode influenciar no
percentual de B. thuringiensis em uma localidade é a dificuldade e a comparacdo entre estudos, referente ao método de
isolamento empregado, pois estes ndo sdo padronizados, havendo uma grande diversidade entre os grupos de pesquisa (Carozzi
et al., 1991; da Silva, Dias e Monnerat, 2002; Polanczyk, Zantncio e Alves, 2009). No entanto, existe um método preconizado
pela Organizacdo Mundial da Saide (WHO, 1985). Outros fatores que podem influenciar na quantidade de linhagens de B.
thuringiensis sdo: a escolha do substrato, 0 método de coleta em campo e o processo de identificacdo da espécie.

Em estudo realizado por Soares-da-Silva et al. (2015) foi relatado que de 57 linhagens de B. thuringiensis obtidas de
areas florestais da Amazdnia apenas 8,8% apresentaram atividade larvicida contra Ae. aegypti e somente uma (BtAM-27)
expressou cinco genes (cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa e cryllBa), os quais sdo descritos na literatura como responsaveis
pela toxicidade de dipteros, apesar dos cincos isolados apresentaram toxicidade, somente duas linhagens (IBt-07 e 1Bt-28)
exibiram os menores valores de CLso com 0,0011 e 0,0014 x 10°, respectivamente.

Em outro estudo, Soares-da-Silva et al. (2017) relataram que de 553 linhagens de B. thuringiensis testadas contra Ae.
aegypti apenas 37 apresentam patogenicidade, destes 12 proporcionaram mortalidade de 100% das larvas em 24 h e foram
utilizadas em ensaios de toxicidade Os autores mostraram que duas linhagens BtMA-690 e BtMA-1114 apresentaram
toxicidade igual a cepa padrdo Bti, e 0 mesmo valor de CLso (0,003 mg/L) foi observado ap6s 48 h de exposicdo. No estudo
também foi verificado as toxinas Cry, Cyt e Chi importantes na toxicidade para mosquitos vetores.

Lobo et al. (2018) reportaram que de 300 linhagens analisadas quanto a patogenicidade contra as larvas de Ae.
aegypti, 12 foram patogénicas, e apenas uma linhagem BtMA-401 apresentou ClLso de 0,004 x 107 esporos/mL. Quando
submetidos a analise molecular mediante PCR, 10 linhagens apresentaram um ou mais genes cry e cyt dipteros-especifico.
Campanini et al. (2012) caracterizaram por meio de técnicas moleculares, mediante RNA ribossomal 16S (ou 16S rRNA), 76
linhagens de Bt, e verificaram que oito isolados apresentavam os genes cry4Aa, cry4Ba ou cryl0Aa, destes sete apresentaram
mortalidade as larvas de Ae. aegypti. A presencga de genes, por isso, ndo significa que a linhagem apresente toxicidade, pois
para isso ocorrer é necessario que as proteinas sejam expressas.

Ootani et al. (2011) relataram a investigacdo de 101 linhagens de B. thuringiensis de diferentes localidades do estado
do Tocantins, destas somente a linhagem A-392 apresentou excelente atividade larvicida contra Ae. aegypti e mediante analise
proteica apresentaram proteinas de massa molecular de aproximadamente 80 kDa correspondente ao tamanho esperado para a
estirpe padrédo Bti. As proteinas Cry apresentam massa molecular entre 40 a 140 kDa e as toxinas Cyt apresentam proteinas de
massa molecular de 27-30 kDa. Gobatto et al. (2010) selecionaram 231 isolados, destes 35 foram submetidos a bioensaios de
patogenicidade e toxicidade, do qual 31% apresentaram atividade larvicida contra Culex quinquefasciatus e um isolado
apresentou valor de CLsg semelhante a Bti.

Vieira-Neta et al. (2020) estudando areas de restinga e manguezais analisaram 232 linhagens de B. thuringiensis, e
relataram que uma linhagem, BtMA-750, apresentou alta toxidade contra Ae. aegypti e exibiu produtos de amplificacdo para

nove genes diptero-especifico presente na cepa padrdo Bti. No entanto, evidenciou-se que novos estudos devem ser realizados
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com esta linhagem, a fim de elucidar se os genes estdo expressando as proteinas com agéo larvicida, pois a CLso foi de 0,004
mg / mL em compara¢do ao Bti que apresentou CLsg de 0.003 mg/mL.

Na literatura, também é bastante relatado o estudo das linhagens que estdo depositadas em diferentes colecBes de
entomopatdgenos no Brasil (Praca et al., 2004; Monnerat et al., 2005; Soccol et al., 2009), nessas colecfes estdo depositadas
linhagens obtidas de uma variedade de substratos provenientes de diferentes regides brasileiras. Portanto, o estudo destas
linhagens é de extrema importancia, pois possibilita encontrar aquelas com variabilidade genética e elevada toxicidade conta
insetos vetores.

Praga et al. (2004) analisaram 300 linhagens de B. thuringiensis proveniente do Banco de Germoplasma de Bactérias
Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, e relataram que a linhagem S234 e S997 apresentaram
patogenicidade contra Ae. aegypti e Cu. quinquefasciatus. No entanto, apresentaram valor de CLso para Ae. aegypti e para Cu.
quinquefasciatus superior ao do Bti (5234 de 4,9200 mg/mL e S997 de 4,4900 mg/mL para Ae. aegypti e S234 de 7,2600
mg/mL e S997 de 31,0300 mg/mL para Cu. quinquefasciatus, Ae. aegypti 0,0016 mg/mL e Cu. quinquefasciatus de 0,0096
para Bti) o que demonstram que comparado a estirpe padrdo possui menos efetividade e amplificaram os genes crylAa,
crylAb, crylAc, crylB e cry2.

Monnerat et al. (2005) também realizaram estudos com 210 linhagens de B. thuringiensis isoladas da agua e do solo
provenientes da colecdo de Bacillus spp. entomopatogénicos do Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Das seis
linhagens de B. thuringiensis toxicas a mosquitos vetores analisados nos bioensaio seletivos, quatro linhagens apresentaram
atividade larvicida contra Ae. aegypti, duas contra ambas as espécies Ae. aegypti e Cu. quinquefasciatus. As linhagens
apresentaram valores de CLsg semelhantes entre si (Ae. aegypti de 6.8 a 42 mg/mL e Cu. quinquefasciatus de 0.073 a 0.089
mg/mL) e maior que a estirpe padrdo Bti (Ae. aegypti de 1.1 mg/mL e e Cu. quinquefasciatus de 0.034) e nenhum dos isolados
apresentaram tamanho esperado para 0s genes cry4, cryll e cytlA.

Estudos visando a deteccdo de genes mosquitocidas no controle do Ae. aegypti foram realizados com 1073 linhagens
de B. thuringiensis de diferentes regides do Brasil provenientes da colecdo do Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada, Unesp, Campus de Jaboticabal, no qual 45 isolados que apresentaram genes cry e cyt foram
selecionados para os testes de patogenicidade e toxicidade, destes 13 apresentaram atividade larvicida para larvas de Ae.
aegypti e também foi verificado linhagens com os menores valores de CLso e CLgo (da Costa et al., 2010). Soccol et al. (2009)
também analisaram 12 linhagens de B. thuringiensis, cepas estas, oriundas do Banco de Cepas da Divisdo de Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia para a producdo endotoxina no controle de Ae. aegypti.

E notdrio que o solo é o substrato mais utilizado para prospeccdo de B. thuringiensis, porém, apesar da quantidade
elevada de linhagens obtidas dos mais variados substratos, sdo poucas que apresentam toxicidade superior a cepa padrao Bti,
isso pode ocorrer devido o Bti expressar os genes cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb e cy2Ba,
responsaveis pela producdo de proteinas Cry e Cyt. Além disso, as linhagens selvagens apesar de apresentar os genes dipteros
especificos, alguns ndo produzem as proteinas, portanto os estudos devem ser voltados para elucidar se esses genes estdo sendo
inibidos. Vale ressalvar também que algumas linhagens extremamente tdxicas, apresentam apenas poucos genes comparado ao
Bti, e isso é uma desvantagem, pois quanto maior o namero de genes melhor combinagéo entre eles, o que resulta em menor

probabilidade dos insetos adquirirem resisténcia ao Bti.
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Tabela 1. Amostragem de isolados de Bacillus thuringiensis utilizados no controle de vetores.

Local de Amostragem Substrato “Bt Referéncia
Amazbnia, Brasil Solo 57 Soares-da-Silva et al. (2015)
I?Air:;?]r?aeo?;gllzoli I\Iir:omopatﬁgenlco do Solo 153 Soares-da-Silva et al. (2017)
Solo 85 Soares-da-Silva et al. (2017)
Insetos mortos 244 Soares-da-Silva et al. (2017)
. . Solo 71 Soares-da-Silva et al. (2017)
Maranhao, Brasil —
Solo 232 Vieira-Neta et al. (2020)
Solo 383 Lobo et al. (2018)
Sé&o Paulo, Brasil Solo 76 Campanini et al. (2012)
Tocantins, Brasil Solo 101 Ootani etal. (2011)
Rio Grande do Sul, Brasil So'%i:p;:tos 231 Gobatto et al. (2010)
*Banco de Germoplasma de Bactérias - 300 Praca et al. (2004)
Entomopatogénicas Solo e 4gua 210 Monnerat et al. (2005)

*Colecéo do Laboratério de Genética de -

Bactérias e Biotecnologia Aplicada 1073 da Costa et al. (2010)

*Banco Divisdo de Engenharia de -

Bioprocessos e Biotecnologia 12 Soccol et al. (2009)

*isolados obtidos de diferentes regides brasileiras e depositados em diferentes colecdes; “quantidade de isolados de
Bacillus thuringiensis; - Nao especificado. Fonte: Autores.

6. Meios de cultura utilizados no crescimento de Bacillus thuringiensis no controle bioldgico de

mosq uitos vetores

Observa-se que 0 agar Nutriente (Extrato de Carne, Extrato de Levedura; Peptona, Cloreto de Sédio e Agar) ou o
meio Nutrient Yeast Extract Salt Médium - NYSM (caldo nutriente, extrato de levedura, MnCl,, MgCl,, CaCly) sdo muito
utilizados no isolamento e crescimento de B. thuringiensis utilizado no controle de vetores (Polanczyk et al., 2004; da Costa et
al., 2010; Gobatto et al., 2010; Ootani et al., 2011; Campanini et al., 2012; Soares-da-Silva et al., 2015; Soares-da-Silva et al.,
2017; Lobo et al., 2018). O agar Nutriente é um meio simples, de facil preparacdo e com varias finalidades em laboratério de
microbiologia, usado também para observar esporulacdo de espécies de bacilos Gram positivos no caso de B. thuringiensis. A
peptona e o extrato de carne fornecem fontes de nutrientes como nitrogénio, vitaminas, minerais e aminoacidos. O extrato de
levedura é uma fonte de vitaminas essenciais para o crescimento de bactérias. O cloreto de sédio mantém o balango osmético e
0 agar bacteriolégico é o agente solidificante. O NYSM é um meio de cultura de baixo custo e disponivel para a producédo de
bactérias com atividade larvicida. Os meios séo utilizados com finalidade de cultura e isolamento de microrganismos, uma
grande variedade de processo e de preparacdes de nutrientes é utilizada para induzir o crescimento e a reproducdo de
microrganismos, sendo a maioria meios convencionais. No entanto, alguns estudos analisaram meios de culturas alternativos
com 0 objetivo de obter um aumento na producéo de células de B. thuringiensis.

Diferentes estudos buscam aprimorar as condi¢fes de cultivo de B. thuringiensis, devido a producdo das endotoxinas
dependerem dos nutrientes presentes no meio de fermentacdo. Portanto, a produtividade das delta endotoxinas pode ser
melhorada mediante manipulagdo dos pardmetros nutricionais, condigbes ambientais e melhoria na selecdo de fontes de

carbono e nitrogénio (Salama et al., 1983; Rossa et al., 1990). Liu e Tzeng et al. (1998) e Sarrafzadeh et al. (2012) realizaram
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estudos sobre os efeitos das composi¢cdes dos meios de cultivo no crescimento de B. thuringiensis, e demonstram com 0s
resultados obtidos que para a comercializagdo bem-sucedida da produgdo de B. thuringiensis é necessario o desenvolvimento
de uma fermentacdo ideal. A tabela 2 mostra a composicdo de diferentes meios alternativos para crescimento do Bti e a
toxicidade contra diferentes mosquitos.

Poopathi e Abidha (2011) elaboraram um meio de cultura utilizando residuos de casca de café para a producdo de
biopesticida, e relataram que as delta endotoxinas produzidas pelo Bti foram semelhantes as produzidas no meio convencional
NYSM. Além disso, as toxinas mostraram excelente atividade larvicida contra Cu. quinquefasciatus, Anopheles stephensi e Ae.
aegypti, e producédo de delta endotoxinas. Em outro estudo Poopathi e Abidha (2012) analisaram a viabilidade de residuos de
sedimentos de manteiga clarificada como meio de cultura na producédo de bactérias mosquitocidas. A densidade dptica (650
nm) do meio, no intervalo de 6h a 72h atingiu uma absorbancia de 0,5 para 2,62 indicando que houve excelente crescimento
celular, ao final da fermentacéo (72h) ocorreu rendimento de 9,7 g/L de biomassa e producdo em torno de 2,5 g/L de toxinas
(esporos/cristal) com atividade larvicida contra mosquitos vetores. Este resultado foi semelhante ao obtido com meio NYSM.

Poopathi e Kumar (2003) analisaram trés meios de cultura alternativos como extrato de batata, extrato de batata
acucarado e extrato de batata combinado com gréo-de-bico para o crescimento e producéo de toxinas de Bti, que mostrou, nos
bioensaios, toxicidade as larvas de Cu. quinquefasciatus, An. stephensi e Ae. aegypti, a toxicidade foi igualmente comparavel
com 0 meio de cultivo convencional Luria-Bertani- LB (Triptona, Extrato de Levedura e Cloreto de Sédio: 1:0.5:1 wt:vol).
Ernandes, Del Bianchi e Oliveira (2013) utilizando o processo de fermentacéo submersa visando obter um crescimento celular
de Bti no controle de Ae. aegypti, além da producdo de esporos verificou que a milhocina, subproduto agroindustrial
proveniente do processamento do milho, possui melhor eficiéncia quando comparada com a triptose. O fato da milhocina ter
apresentado melhor resultado pode estar relacionado com a composi¢do quimica, pois a mesma é uma excelente fonte de
carboidratos sollveis, aminoacidos e minerais, que sdo nutrientes importantes para o0 metabolismo dos microrganismos.

Devidas, Pandit e Vitthalrao (2014) avaliaram fonte de carbono convencional e ndo convencional e fontes de
nitrogénio para a producéo de biomassa e esporo/cristal e determinaram a eficécia do custo beneficio de substratos potenciais
na producdo de B. thuringiensis, e observou um aumento significativo na producéo de biomassa na utilizacdo de glicose 6.30
(0.03)? g/L, banana 5.87 (0.08)" g/L e beterraba 5.10 (0.11)® g/L. Analises de custo-beneficio revelaram que a produgéo de
biopesticidas a partir de meios alternativos é altamente econémica, no qual mostraram resultados eficazes, e nos testes de
toxicidade foi observado que o efeito toxico foi aumentado duas vezes (CLso 1.57) em comparagdo ao meio LB (CLsg 4.02),
quando utilizaram feijdo e soja (CLs 3.17) como meio de cultivo, obtiveram resultados préximos ao meio LB (CLso4.02).

Prabakaran et al. (2008) desenvolveram um meio de cultivo a base de agua de coco e verificaram um rendimento da
massa célula de 3.1 g/L, esporulacédo de 3.4x10% e atividade larvicida contra as larvas de Ae. aegypti por meio do cultivo de
Bti, verificando resultados similares aos obtidos com o meio convencional (NYSM). As fontes alternativas mingau e farinha
de peixe, farinha de soja, farelo de trigo e pd de bolo de amendoim possuem excelente resultados no cultivo de B. thuringiensis
(Ghribi, Zouari e Jaoua, 2005; Prabakaran e Balaraman, 2006).
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Tabela 2. Componentes dos meios de cultivo alternativos utilizados no crescimento de Bacillus thuringiensis.

Meio de cultivo alternativo Bti Mosquito Referéncia
Composicdo (m/v) CLso
) ) ) _ 0,0035 mg/L C. quinquefasciatus Poopathi e
Residuo da casca de café (proteina 7,0%, carboidrato 0,0056 mg/L An. Stephensi Abidha
57,8%, lipidio 0,3%, cinzas 5,4%) : :
0,0073mg/L  Ae. Aegypti (2011)
0,0036 mg/L*  C. quinquefasciatus | Poopathi e
Extrato do subproduto da manteiga clarificada (30 g/mL)  0,0058 mg/L*  An. Stephensi Abidha
0,0075 mg/L*  Ae. Aegypti (2012)
Extrato de batata 1,58 pg/L
Extrato de Batata + 0,5% (m/v) sacarose 0,99 pg/L C. quinquefasciatus
Extrato de batata + 0,5 % (m/v) de p6 de grdo de bico 1,18 pg/L
Extrato de batata 1,35 ug/L Poopathi e
Extrato de Batata + 0,5% (m/v) sacarose 1,97 pg/L An. Stephensi Kumar
Extrato de batata + 0,5 % (m/v) de pé de grédo de bico 1,77 pg/L (2003)
Extrato de batata 1,39 ug/L
Extrato de Batata + 0,5% (m/v) sacarose 1,52 ug/L
Extrato de batata + 0,5 % (m/v) de pé de gréo de bico 1,63 pg/L
Ernandes,
. . Del Bianchi
NaCl (5,0 g/L), Na,HPO4 (2,5 g/L) e milhocina (20 g/L) 5,2 pg/L o Oliveira
) (2013)
NaCl (25 mg/L), Na2HPOA (1,0 mg/L), MgSO4 (002 | o\ Ae. Aegypt Devidas,
mg/L), MnCI2 (0,005 mg/L), 0,5 g/L de feijao ’ Pandit e
NaCl (25 mg/L), Na2HPO4 (1,0 mg/L), MgSO4 (002 4., Vitthalrao
mg/L), MnCI2 (0,005 mg/L), 0,5 g/L de soja 40 HY (2014)
MgCl, (20,3 g/L), CaCl, (10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e Prabakaran
agua de coco (100 mL) 15,03 ng/mL etal
(2008)
Mingau bruto e farinha de peixe em p6 - - Ghribi,
Zouari e
Jaoua
(2005)
MgCl, (20,3 g/L), CaCl, (10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e
2,5?% faginha dge sc))ja ( o) oob) 8,89 ng/mL.
(I)\/Ig(;lz (20,3 g/L), CaCIz.(10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e 2,5 18,84 ng/mL C. quinquefasciatus Prabakaran
% poé de bolo de amendoim e
MgCl, (20,3 g/L), CaCl, (10,2 g/L), MnCl, (1,0 g/L) e 9,31 ng/mL Balamaran
5,0% Extrato de farelo de trigo ’ (2006)

- ndo determinado; Bti: B. thuringiensis subsp. israelensis; CLso: Concentragdo Letal Média
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7. Considerac0es Finais

Baseado nos relatos acima, conclui-se que o solo é o melhor substrato para isolar linhagens de B. thuringiensis e que 0
meio Agar Nutriente é o mais utilizado para o cultivo de bactérias entomopatogénicas em laboratério. No entanto, os meios
alternativos sdo altamente econémicos e eficientes para producdo de biolarvicidas a base de Bti, reduzindo os custos de
producdo dessa bactéria em laboratério, e que o Bti € um importante entomopatdgeno que pode ser empregado em programas
de controle de mosquitos, sendo o Ae. aegypti 0 vetor mais estudado, devido ser o principal transmissor de arboviroses no
Brasil como: zika, chikungunya, dengue e febre amarela urbana. Diante do exposto, o estudo podera subsidiar pesquisas
futuras relacionadas a producdo de meios de cultura alternativos a serem utilizados para o controle de mosquitos vetores. E
necessario um estudo mais aprofundado das composi¢des quimicas do solo e a partir desses estudos desenvolver pesquisas para

a fabricacgdo de diferentes meios alternativos com a presencga de nutrientes essenciais para o crescimento da bactéria.
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