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INTRODUCAO GERAL

Bacillus thuringiensis (Berliner 1911) ¢ uma bactéria Gram-positiva da Familia
Bacillaceae e distingue-se pelo seu potencial entomopatogénico. Desta forma, tem sido
encontrada na maioria dos biopesticidas fabricados comercialmente. Atualmente, essa
bactéria representa o principio ativo mais utilizado comercialmente para o controle bioldgico
de insetos de importancia médica como Aedes aegypti, que ¢ a principal espécie de mosquito
transmissora dos virus da Dengue, Zika e Chikungunya, os quais causam doengas
consideradas como um sério problema na satde publica no Brasil e no mundo

(Brasil/SVS/MS, 2019; Zogo et al., 2019; Rabinovitch, 2017).

Bacillus thuringiensis ¢ considerado um organismo ubiquo podendo ser isolado de
solo (Rampersad &Ammons, 2005), da superficie foliar de espécies vegetais
(Smith&Couche, 1991), de insetos vivos ou mortos e seus habitats (Asokan&Puttaswamy,
2007), a partir de amostras de agua (Iriarte et al., 2000) e sedimentos marinhos (Maeda et
al., 2001).

No entanto, o solo tem sido apontado como um dos ambientes nos quais ha maior
quantidade de esporos desta bactéria (Ibarra et al., 2003; Costa et al, 2010; Dagga et al.,
2016). Apesar de sua ampla distribuig¢do no solo, os fatores que possibilitam a permanéncia
de seus esporos e quais fatores abioticos do solo que pode exercer influéncia sobre esta

bactéria, ainda sdo poucos conhecidos.

Assim, este trabalho est4 dividido em dois capitulos, no qual o um dos objetivos
foi fazer uma revisdo sobre o estado de arte dos ultimos 20 anos sobre o uso de B.
thuringiensis em insetos (capitulo 1), e descrever sobre a influéncia de fatores abidticos na
distribuicdo desta bactéria em solos do Cerrado maranhense, e sua patogenicidade em Ae.

aegypti (capitulo 2).
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Bacillus thuringiensis: uma bactéria que ainda apresenta grande interesse mundial
Sarvia Rafaelly Nunes Santos

RESUMO

Na literatura nos tltimos 20 anos de artigos foram publicados estudos relacionados a
controle de insetos utilizando diversas espécies de bactérias. E por isso, tem-se a tendencia
a pensar que poucos pesquisadores ainda dedicam seus estudos a Bacillus thuringiensis.
Contudo, no presente estudo foi feita uma analise sobre a produgao cientifica nos ultimos 20
anos, relacionando Bacillus thuringiensis a controle de insetos. O panorama da literatura
demostrou, que pesquisas envolvendo esta bactéria se manteve como uma linha de pesquisa
de interesse para comunidade cientifica. Nas duas décadas de pesquisas os trabalhos tiveram
nuances diferentes, na primeira por exemplo, se aprofundaram mais em encontrar novas
cepas. Ja os artigos da segunda década, buscaram realizar aplica¢des, como por exemplo, a
eficdcia de bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis em relagdo a extratos de plantas
(Kovendan, et. al. 2012). Observou-se que muitos estudos sdo conduzidos em diferentes
paises e que muitos deles apresentam alta taxa de publicacdes. Quanto a finalidade das
publicacdes, em 20 anos a maioria das pesquisas se direcionam a explorar e conhecer sobre

as propriedades de Bt, sem resultar em uma aplicagdo direta para resolu¢do de um problema.

Palavras-chave: Bactéria, literatura, pesquisa.
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ABSTRACT

In the literature in the last 20 years of articles have been published studies related to insect
control using different species of bacteria. Therefore, there is a tendency to think that few
researchers still dedicate their studies to Bacillus thuringiensis. However, in the present
study an analysis of scientific production in the last 20 years was carried out, relating
Bacillus thuringiensis to insect control. The overview of the literature showed that research
involving this bacterium remained as a line of research of interest to the scientific
community. In the two decades of research, the works had different nuances, in the first one,
for example, they went deeper into finding new strains. The articles from the second decade,
on the other hand, sought to carry out applications, such as the effectiveness of bioinsecticide
based on Bacillus thuringiensis in relation to plant extracts (Kovendan, et. al. 2012). It was
observed that many studies are conducted in different countries and that many of them have
a high rate of publications. As for the purpose of the publications, in 20 years most researches
are aimed at exploring and knowing about the properties of Bt, without resulting in a direct

application to solve a problem.

Keywords: Bacteria, literature, research.

1. INTRODUCAO

A produgdo de insumos derivados do complexo Bacillus thurigiensis para controle
de insetos movimenta um mercado de milhdes de dodlares (Jouzani; Valijanian; Sharafi,
2017). O que faz desse microorganismo alvo de grande interesse mundial ¢ o amplo espectro
da utilizag¢do de suas proteinas patogé€nicas para controle de nematoides, acaros e carrapatos.

Além disso, possui efeitos antagdnicos contra bactérias e fungos patogénicos, atividades de
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promocao de crescimento de plantas, biorremediagcdo, biossintese de nanoparticulas e

producao de biopolimeros (Jouzani; Valijanian; Sharafi, 2017).

Essas diversas funcionalidades sdo derivadas de suas subespécies e sorotipos, como
Bacillus thurigiensis var. israelensis que ¢ alvo especifico de dipteros e Bacillus thurigiensis
kurstaki que € alvo especificos de coleopteros e lepidopteros (Nair et. al., 2018). No ambito
do controle biolégico, Bacillus thuringiensis ¢ largamente utilizada como ferramenta de
controle (Nair et. al., 2018). Neste sentido, desde sua caracterizagdo em 1915 por Berliner,
inimeros estudos foram realizados a fim de conhecer suas caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e gendmicas, ¢ como estes fatores relacionam-se entre si e influenciam na

patogenicidade contra insetos (Nickmore, et. al., 2020).

Com o surgimento de técnicas moleculares, os genes de expressdo das proteinas
inseticidas, as formas de arranjo proteico proporcionaram um avang¢o no conhecimento sobre
B. thuringiensis. Porém, areas como, o nicho ecoldgico desta bactéria no ambiente e a sua

relacdo filogenética com B. cereus ainda permanecem sem elucidagdes (Raymond, 2017).

Na literatura cientifica dos ultimos 20 anos, observa-se que alguns estudos
relacionados a controle de insetos tém-se utilizado diversas espécies de bactérias
(Kandhasamy, et. al., 2020; Shokal, et. al., 2016; Sonawane, et. al., 2018). Como estes
estudos sdo publicados em varias regides do globo, tem-se a tendencia a pensar que poucos
pesquisadores ainda dedicam seus estudos a B. thuringiensis. Contudo, no presente estudo
foi feita uma andlise sobre a produgdo cientifica nos ultimos 20 anos, relacionando-se B.
thuringiensis a controle de insetos. Observou-se que muitos estudos ainda sdo conduzidos

em diferentes paises e que muitos deles apresentam alta taxa de publicagdes.
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2. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram identificados 1.528 trabalhos na pesquisa geral das quatro bases de dados sobre
B. thuringiensis no controle bioldgico de insetos. Na ferramenta de busca avancada 1.419
trabalhos que eram capitulos de livro, short communications, relatérios dissertagdes ou tese

foram excluidos. Resultando em uma amostra de 109 trabalhos para quantificacdo e analise.

O panorama da literatura demostra, que ao longo do tempo, pesquisas com B.
thuringiensis associadas a insetos tem se mantido como uma linha de pesquisa de interesse
para comunidade cientifica (Figura 1). Tendo em vista que esta bactéria ¢ generalista e esta
em todo o globo, o advento das tecnologias genéticas, pode abrir uma nova forma de

compreender os processos que ocorrem nesta bactéria (El-kersh et. a/, 2016).

14
12

10

Artigos
[e)] (o]

Figura 1. Recorte temporal dos 109 artigos selecionados sobre Bacillus thuringiensis

Os artigos das primeiras décadas apresentaram como objetivo encontrar novas cepas

(Iriarte, et. al., 2000), caracterizar os genes envolvidos no controle biologico (Letowski, et.
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al., 2005), alguns primeiros estudos sobre a variabilidade génica e proteica de B.
thuringiensis (Zheng, et. al., 2010) (Tabela 1). J& os artigos da segunda década objetivam-se
testar a eficacia de bioinseticida a base de B. thuringiensis em relagdo a extratos de plantas
(Kovendan, et. al. 2012), buscar por cepas nativas (Soares-da-Silva, 2015; Rabha, et. al.,
2017), compreender a percepcao humana sobre as combinagdes de biolarvicidas a base de
B. thuringiensis e fertilizantes (Mazigo, et. al., 2019), o sinergismo proteico com outras

bactérias (Konecka, et. al., 2020),

Ano Titulo Autor

2000 Characterization of INTA 51-3, a New A typical Strain of Iriarte, et. al.
Bacillus thuringiensis from Argentina

2002 Distribution and characterization of Bacillus thuringiensis Manduell, et. al.

in the phylloplane of Piper species (Piperaceae) at three
altitudinal levels

2005 Assessment of cryl Gene Contents of Bacillus Letowski, et. al.
thuringiensis Strains by Use of DNA Microarrays
2010 Characterisation and expression of a novel haplotype Zheng, et. al
cry2A-type gene from Bacillus thuringiensis strain JF19-2
2012 Mosquitocidal properties of Calotropis gigantea (Family: Kovendan, et. al.

Asclepiadaceae) leaf extract and bacterial
insecticide, Bacillus thuringiensis, against the mosquito
vectors
2015 Isolation of Bacillus thuringiensis from the state of Soares-da-Silva, et. al.
Amazonas, in Brazil, and screening against Aedes
aegypti (Diptera, Culicidae)

2017 Isolation and characterization of Bacillus thuringiensis Rabha, et. al.
strains native to Assam soil of North East India
2019 Rice farmers’ perceptions and acceptability in the use of a Mazigo, et. al.

combination of biolarvicide (Bacillus
thuringiensis var. israeliensis) and fertilizers application
for malaria control and increase rice productivity in a rural
district of central Tanzania
2020 Synergistic interaction between carvacrol and Bacillus Konecka, et. al.
thuringiensis crystalline proteins against Cydia pomonella
and Spodoptera exigua
Tabela 1. Recorte amostral dos artigos selecionados para analise. Fonte: Propria.

Quanto a origem geografica das publicagdes, os continentes asiatico e americano
foram os que apresentaram maior nimero de publicacdo (Figura 2). A China correspondeu
a maior parte das publicagdes do continente asidtico. Pais que possui muitos desafios em
termos de controle, a China, em 2000 chegou a perder mais de 15 milhdes de quilos de safra

de alimentos. O que fez governo chinés investir em programas de controle, logo também
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pode ter favorecido também aumento nas pesquisas relacionadas a este tema (Huang;

Zhang;Song; Lang, 2007).

O Brasil foi o pais que mais apresentou publicacao relacionada a controle biologico
com B. thuringiensis (Figura 2). Desde 1990, esse pais possui programas de controle de
pragas com microorganismos entomapatogénicos (Fontes; Inglis-Valadares, 2020). Além
disso desde 2001, B. thuringiensis, foi incorporada nos programas de combate a dengue
(Braga et al. 2004).

20
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Figura 2. Paises em que os trabalhos publicados estavam relacionados a Bacillus thuringiensis no controle de insetos

Quanto a finalidade das publicagdes, em 20 anos a maioria das pesquisas se
direcionam a explorar e conhecer sobre as propriedades de B. thuringiensis , sem resultar em
uma aplicagdo direta para resolucdo de um problema (Figura 3). O interesse por conhecer,
surgiu com o primeiro isolamento de B. thuringiensis , em 1901, e se propagou em todo o
globo a busca por estirpes com novas toxinas. O que pode justificar a propor¢ao encontrada

para a pesquisa basica (Fontes; Valares-Inglis, 2020).
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Figura 3. Caracteristicas metodoldgicas das publicagdes

Observou-se que a tendéncia mundial das pesquisas sobre B. thuringiensis , esta em
aplicar o conhecimento ja produzido, seja com formacdo de bioprodutos contra pragas
agricolas e/ou insetos vetores (Thammasittirong; Prigyai; Thammasittirong, et. al., 2017), na
aplicacdo em biorremediacao (Suresh et. al., 2021), na interacdo com particulas de prata para
biocontrole (Banu; Balasubramanian; Moorthi, 2013), no combate a fungos (Jouzani;

Valijanian; Sharafi, 2017), ou no combate ao cancer (Jouzani; Valijanian; Sharafi, 2017).

3. METODOLOGIA

Considerou-se no levantamento a producdo sobre B. thurigiensis associados a
mosquitos em 20 anos. A pesquisa foi realizada durante os meses de janeiro de 2020 a junho
de 2020. Foram considerados artigos de pesquisa em portugués e inglés que tenham sido

publicados entre o ano de 2000 a junho de 2020. As bases de dados utilizadas para pesquisa
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foram Google Scholar, Science direct, Scopus e Springer Link. Os descritores empregados
foram: Bacillus thuringiensis; mosquitos; Diptera; Lepidoptera; isolados; Aedes aegypti,
dengue; control ; isolates, os quais foram combinados entre si juntamente com os termos
booleanos (and, or, not). Utilizou-se a ferramenta de busca avancada para selecionar
somente artigos cientificos completos. Fez-se, como isso, o recorte temporal dos artigos

publicados nos ultimos 20 anos.

A selecdo dos artigos aconteceu em quatro etapas para cada base de dados (Figura
4). Posteriormente, os artigos selecionados foram organizados em planilha para cada base
de dados, com o ano de publicagdo, pais de origem, o método central da pesquisa, o titulo e

0s autores.

22 etapa 42 etapa

e Titulo
® Resumo

* Triagem
das
técnicas

* Paises de
origem

* Ano de
publicacdo

12 etapa 32 etapa

Figura 4. Fluxograma das etapas das analises dos dados

Dois pesquisadores, de forma independente, organizaram os artigos em categorias
metodoldgicas capazes de serem analisadas de forma quantitativa. Para extrair os dados de
ano de publicagdo foram considerados os dados da revista no qual o artigo foi publicado. A
triagem das técnicas dos artigos que tinham como produto uma descri¢dao ou o conhecimento
de alguma caracteristica de B. thuringiensis foram classificados como pesquisas basicas

enquanto os artigos que tinham nos resultados o surgimento de um produto de aplicacao
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concreta foram classificados de pesquisa aplicada. Estes dados foram extraidos verificando
os resultados. Na quarta etapa, foram coletados os paises de origem dos artigos, no qual

consistiu verificando os paises dos primeiros autores.

4. CONCLUSAO

A bactéria B. thuringiensis continua sendo um organismo de interesse pela comunidade
cientifica. Nos artigos selecionados, correspondente a 20 anos de pesquisa, observou-se que
as caracteristicas gerais, bioquimicas e toxicologicas de B. thuringiensis foram os assuntos
mais predominantes. No entanto, pesquisas mais recentes tem se preocupado em aplicar os
conhecimentos ja produzidos. Além disso, a maior parte das publicagdes tem-se se

concentrado na América latina e na Asia
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Influéncia dos fatores abioticos na obtencao de Bacillus thuringiensis do solo no bioma
do Cerrado do Maranhao, Brasil

Sarvia Rafaelly Nunes Santos

RESUMO
A influéncia de fatores abidticos sobre a abundancia de populagdes de

microrganismos no solo tem sido pouco estudada, principalmente com relacdo a bactéria
Bacillus thuringiensis. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a relacao entre os
fatores abidticos do solo do Cerrado maranhense na abundancia de B. thuringiensis e
comparar sua patogenicidade em larvas de Aedes aegypti. As coletas de solo foram feitas em
cinco municipios do centro ao leste do Estado: Sdo Mateus do Maranhao, Alto Alegre,
Coroata, Timbiras e Codo. As amostras foram obtidas na camada de 0-0,2 m, observando-
se a fertilidade do solo e sua textura. Além disso, nos locais de coleta foram medidas a
umidade e a temperatura. Com o isolamento e o crescimento bacteriano, as colonias foram
avaliadas quanto a morfologia. Aquelas que apresentaram caracteristicas tipicas de Bacillus
spp. foram visualizadas sob microscopia de contraste de fase para verificar a presenca de
inclusdes paraesporais (cristais de proteinas). Para o bioensaio seletivo, os isolados de B.
thuringiensis foram cultivados em caldo nutriente e solu¢do de sais a 180 rpm, 28°C, por 5
dias. Para verificar a patogenicidade dos isolados de B. thuringiensis em larvas de 4. aegypti
utilizou-se o seguinte método: em copos contendo 10ml de agua destilada foram adicionadas
10 larvas de 3° estagio, 1 ml da cultura total em triplicatas. De posse dos dados procedeu-se
analise de componentes principais, agrupamentos e correlacdo. Bacillus thuringiensis foi
encontrado em solo 4cido e de baixa fertilidade, o que indica que este microorganismo possui
uma capacidade metabolica capaz de se manter vidvel nestes locais. Os atributos abiodticos
analisados K, Ca, Mg, H+Al, MO, SB, CTC, V, argila e silte se correlacionaram de maneira

elevada e positiva e, de forma negativa a areia e o iBt. A analise de agrupamento permitiu



24

verificar que os solos como altas concentragdes de aluminio e acidez potencial nao
apresentaram iBt. Dos 63 isolados de Bacillus thuringiensis, 43 (68,2%) apresentaram
susceptibilidade para larvas de Aedes aegypti. Destes, sete isolados apresentaram
mortalidade acima de 50% em 48 horas. Conclui-se que Bt possui correlagdes com a textura
do solo, que as concentragdes de aluminio no solo podem influenciar na permanéncia de B.
thuringiensis no solo. Comparando os dados do bioensaio susceptibilidade pode-se inferir
que a capacidade de adaptagdao ao meio ambiente desta bactéria pode alterar sua capacidade

inseticida.

Palavras-chave: Bactéria, ambiente, inseto

Influence of abiotic factors on the obtainment of Bacillus thuringiensis from soil in the

Cerrado do Maranhao biome, Brazil

ABSTRACT

The influence of abiotic factors on the abundance of sources of microorganisms has not been
poorly studied, especially in relation to the bacterium Bacillus thuringiensis. Thus, the
objective of this work was to analyze a relationship between abiotic factors in the Cerrado
Maranhense soil and the abundance of B. thuringiensis and to compare its pathogenicity in
Aedes aegypti larvae. Soil collections were carried out in five municipalities from the center
to the east of the state: Sio Mateus do Maranhdo, Alto Alegre, Coroatd, Timbiras and Codo.
The primaries were slid in the 0-0.2 m layer, observing soil fertility and texture. In addition,
at the collection sites, humidity and temperature were measured. With isolation and bacterial
growth, as colonies were evaluated for morphology. Those that characterize the typical

characteristics of Bacillus spp. were visualized under phase contrast microscopy to verify
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the presence of parasporal inclusions (protein crystals). For the selective bioassay, eligible
B. thuringiensis were cultivated in nutrient broth and salt solution at 180 rpm, 28°C, for 5
days. To verify the pathogenicity of B. thuringiensis in A. aegypti larvae, the following
method was used: 10 ml of distilled water were added to 10 ml of 3rd stage larvae, 1 ml of
the total culture in triplicates. With the data, principal components, clusters and correlation
were analyzed. Bacillus thuringiensis was found in acidic soil with low fertility, which
indicates that this microorganism has a metabolic capacity capable of remaining viable
locally. The abiotic attributes stimuli K, Ca, Mg, H + Al, MO, SB, CTC, V, clay and silt
were highly positively correlated and negatively correlated with sand and iBt. A common
cluster analysis verifies soils as high aluminum highs and iBt undissipated potential acidity.
Of the 63 points of Bacillus thuringiensis, 43 (68.2%) were susceptible to Aedes aegypti
larvae. Of these, seven standardized above 50% in 48 hours. It is concluded that Bt has
correlations with soil texture, that aluminum applications in the soil can influence the
permanence of B. thuringiensis in the soil. Comparing the data from the susceptibility
bioassay, it can be inferred that the ability of this bacterium to adapt to the environment can

change its insecticidal capacity.

Keywords: Bacteria, environment, insect

1. INTRODUCAO
Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ uma bactéria ubiqua, gram-positiva, formadora de

€sporos, 0s quais possuem uma ou mais proteinas inseticidas utilizadas no controle de pragas
de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Pinto, et al., 2009; Jouzani; Sharafi,
2017; Rabinovitch, et al., 2017). Em relagdo aos insetos da ordem Diptera, B. thuringiensis

possui comprovada toxicidade para Aedes aegypti que € mosquito vetor de importantes
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arbovirus que causam doencas como dengue, Zika e Chikungunya, (Bravo et al., 2009;

Pruszynski; Hribar; Mickle; Leal, 2017).

Além das caracteristicas entomapatogénicas, esta espécie de bactéria tem se
destacado por possuir propriedades especificas também contra algumas espécies de
nematddeos e carrapatos. Além disso, age como promotora de crescimento e resisténcia a
pragas em plantas, como produtora de proteinas com atividade anticancer e como antagonista
de fungos patogénicos (Jouzani; Sharafi, 2017). Apesar das novas aplicacdes, e de seus
atributos em outros campos de pesquisa, a ecologia desta bactéria constitui-se uma linha de

pesquisa pouco elucidada (Raymond, 2017).

As primeiras pesquisas sobre a ecologia desta bactéria trabalhavam com a hipdtese
de que B. thuringiensis tinha seu habitat natural dentro de determinadas espécies de insetos
(Prasertphon et al., 1973; Suzuki et al., 2004). Contudo, Martin e Travers (1989) indicam

que esta bactéria € nativa de solos e possui atividade inseticida acidental.

O solo ainda hoje ¢ apontado como um dos ambientes nos quais hd maior quantidade
de esporos de Bt (Ibarra et al., 2003; Costa et al., 2010; Bakri ef al., 2012; Soares-da-Silva
et. al, 2017; Dagga et al., 2016). Este ambiente tem capacidade de proporcionar micro
habitats que variam em sua disponibilidade de nutrientes, em suas caracteristicas fisico-
quimicas, nas caracteristicas dos agregados do solo (Moreira; Siqueira, 2006; Duchicela ef
al., 2013), nas interagdes intraespecificas, interespecificas, e entre os fatores abioticos do

ambiente externo e do proprio solo (Cotta, 2016; Fierer, 2017).

Entretanto, a influéncia desses fatores sobre a abundancia de populacdes de
microrganismos no solo ¢ pouco conhecida, em parte porque a maioria dos micrébios e suas
interacdes, ndo podem ser diretamente observados ou medidos (Karimi et al., 2019). No

entanto, foram encontradas novas cepas de B. thuringiensis com elevada taxa de toxicidade
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para A. aegypti em solos da Mata Atlantica (Santos et al., 2011). Da mesma forma outros
autores as coletaram em solos do Cerrado maranhense, Amazdnia e Caatinga (Soares-Silva,
2017), em solos de restinga e manguezal (Viera-Neta, ef al., 2020) e continuam a levantar
questdes sobre as caracteristicas e a influéncia de fatores abioticos do ambiente e do solo na

obtencdo de isolados de B. thuringiensis.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a relacdo entre os fatores abidticos
ambientais e do solo de um bioma do Cerrado maranhense, na abundancia e patogenicidade

de B. thuringiensis para larvas de A. aegypti.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Abundancia de Bacillus thuringiensis em solos do cerrado maranhense.

No isolamento foram obtidas 192 colonias bacterianas, sendo 63 (32,8%)
identificados como B. thuringiensis. Para o mesmo bioma o trabalho de (Lobo et al., 2018)
apresentou um indice de (31,2%). E em comparagao a pesquisas realizadas na Mata Atlantica
(37, 04%) (Santos et al., 2011), a Caatinga (53,3%) e a Amazodnia (72, 7%) (Soares-silva,

2017) o Cerrado, apresentou o menor indice de B. thuringiensis no isolamento.

O indice de colonias B. thuringiensis em relagdo ao nimero de colonias bacterianas
(iBt) variou de 0,00 a 0,64 (Tabela 1). Uma possivel explicacdo para indices baixos em
relacdo ao trabalho de (Polanczyk, 2004), estd no fato de que no ambiente conservado, a
competicdo por nutrientes € o nimero de interacdes e inibi¢des antagdnicas pode tornar a

abundancia microbiana restrita para algumas populagoes (Karimi et al., 2019).

Tabela 1. Isolados de Bacillus thuringiensis encontrados em amostras de solo (com respectivos nimeros de coldnias e indice de iBt)
coletadas em diferentes cidades no Cerrado maranhense
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Local Numero de colonias Nimero de ndice bz (nbt/ncb)x100
bacterianas colonias de
(ncb) Bt (nb?)
SM 01 14 4 0,29
SM 02 8 5 0,63
SM 03 10 3 0,30
AT 04 5 1 0,20
AT 05 15 5 0,33
AT 06 10 1 0,10
CT 07 17 0 0,00
CT 08 11 0 0,00
CT 09 16 6 0,38
TB 10 11 7 0,64
TB 11 20 10 0,50
TB 12 20 3 0,15
CD 13 18 11 0,61
CD 14 10 5 0,50
CD 15 7 3 0,43
Total 192 64 0.33

Nota: Legenda das abreviaturas SM- Sao Mateus do Maranhdo; AT- Alto Alegre; CT- Coroata; TB-Timbiras; CD-Codé. Fonte: Autores

2.2 Caracterizac¢ao do solo por meio da analise da fertilidade

O indice de saturag@o por bases (v), que se refere a propor¢ao de cations trocaveis
(Ca, Mg, K, Na), indica que as condigdes gerais do solo analisado sdo de baixa fertilidade
para uso agricola (Tabela 2). De acordo com Bernardi, (2015; 2002) esta condi¢do ¢ habitual
na maioria dos solos das regides tropicais, que comumente sdo intemperizados e apresentam

baixos teores de macronutrientes.

Tabela 2. Concentragdes médias de compostos quimicos encontrados nas amostras de solos do Cerrado maranhense e componentes
que compdem sua textura

pH MO P K Na Ca Mg Al3+ H+AL SB CTC V m Areia Argila Silte
(H20) dag (mg/dm?) (cmol. dm™) %

k'g
441 0,89 6,5 0,25 0,04 2,12 090 1,53 10,43 3,31 13,76 24 33 56,9 13,8 29,3

. Nota: pH, P - fosforo, K -potassio, Na - sodio, Ca - célcio, Mg - magnésio, M.O - matéria organica, SB - soma das bases), CTC - capacidade de troca
catidnica, V - satura¢@o por bases, m -saturagdo por aluminio, H+Al - acidez potencial. Fonte: Autores

A bioquimica da solucdo do solo ¢ formada principalmente por reacdes acido-base e

redox (Voroney; Heck, 2015). Essas reagdes podem afetar os microrganismos em suas
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fungdes enzimaticas, ou podem favorecer um ou outro antagonista (Voroney; Heck, 2015).
No solo analisado que ¢ acido e de baixa fertilidade, estes resultados apontam para a
capacidade de adaptacao metabodlica de B. thuringensis, confirmando sua caracteristica de

bactéria generalista e sua a presenga em varios tipos de solo.

2.3 Analise de componente principal (acp)

A andlise ACP gerou trés componentes que explicam 87,04% dos dados do
isolamento ¢ da média dos atributos (Tabela 3). Os dois primeiros componentes explicaram
76,18% da variabilidade das amostras. O primeiro componente principal correlacionou-se
com doze das 17 varidveis estudadas. Os atributos K, Ca, Mg, H+Al, MO, SB, CTC, V,
argila e silte se correlacionaram de maneira elevada e positiva e, de forma negativa a areia e

o0 iBt (Tabela 4).

Tabela 3 — Estimativa das variancias (autovalores) e porcentagem acumulada da varidncia total (%), obtidas pela analise
de componentes principais considerando-se 15 amostras de solos do Cerrado maranhense

CP Autovalores % Acumulada
1 8.63 50.74
433 76.18
3 1.85 87.04

No segundo componente principal, com 25,44 % da variabilidade total dos dados, os
atributos Al e m apresentaram correlagdo elevada e positiva e pH e v, elevada e negativa
(Tabela 4). As contribuigdes, v e m foram as varidveis que mais contribuiram para
variabilidade dos componentes principais (Tabela 4). Em relacdo, a variavel resposta, iBt, o
m, no primeiro componente possui relacdo diretamente proporcional e inversamente no

segundo componente.



30

Tabela 4 — Correlagdo, qualidade de representagdo (Cos2) e contribuigdo (%) entre variaveis originais e componentes
principais em iBt e os atributos quimicos e fisicos de solos do Cerrado maranhense

Variaveis

iBt
pH
P
K
Na
Ca
Mg
Al
H+Al
MO
SB
CTC
\4
m
Areia
Argila
Silte
** Significativo a 1%

*Significativo a 5%

CP1
-0.6392%*
0.2279
-0.2381
0.8275**
0.2903
0.8260**
0.8777**
0.1814
0.7484**
0.7702**
0.9322%**
0.9097**
0.5680%*
-0.4876
-0.9385%*
0.8587**
0.9081**

Correlaciao

CP2
-0.0448
-0.9304**
-0.2526
-0.1048
0.2255
-0.4350
-0.0616
0.9219**
0.6206*
0.3754
-0.3135
0.3612
-0.7994**
0.8551**
-0.1509
0.3759
0.0079

Cos2

0.4106
0.9175
0.1205
0.6958
0.1351
0.8714
0.7742
0.8829
0.9453
0.7343
0.9675
0.9579
0.9617
0.9689
0.9036
0.8786
0.8247

Contribuicio
(%)
3.1706
7.0849
0.9303
5.3728
1.0435
6.7289
5.9781
6.8172
7.2991
5.6697
7.4704
7.3969
7.4261
7.4813
6.9774
6.7847
6.3677

Os fatores quimicos do solo se associam entre si, porém, sdo inversamente associados

com areia e o indice iBt (Figura 1). A relagdo negativa entre iBt e areia pode estar ligada as

vantagens ambientais, como estabilidade nas propor¢des de C, N, e P, que areia pode

oferecer as comunidades bacterianas em relagdo ao meio externo (Mula-Michael; Willams,

2012).

Evidéncias da associagdo de Bt com a areia, também foram encontradas por Hossain;

Ahmed; Hoque (1997), em solos de Bangladesh, apontando que esta bactéria pode estar

associada a textura do solo. Explicacdes biologicas ainda ndo foram elucidas para explicar

estas associagdes.



31

Figura 1 — Biplot mostrando a associagdo entre iBt, atributos quimicos e fisicos em amostras de solo do Cerrado

maranhense
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Nota: Altos valores de Cos2 estdo associadas a uma escala de cores e proximidade do circulo de correlagdes, quanto mais quente a cor
(vermelho) e mais préximo do circulo de correlagdo maior a importancia dessas varidveis para interpretagdo desses componentes.

A andlise de agrupamento evidencia a dissimilaridade entre os diferentes pontos

amostrados, sendo formado trés grupos. O grupo 1 (G1) pelas amostras SM01, SM02, SMO03,

TB11, CD13, CD14 e CD15. Outro grupo foi formado pelas amostras CT07 e CT08 (G2), e

o terceiro grupo (G3) pelas amostras AT04, AT05, AT06, CT09, TB10 e TB12 (Figura 3).

Assim, quando se agrupam as amostras conforme o dendrograma , verifica-se que

G2, composto pelas amostras CT07 e CT08 ndo apresentaram iBt, (Tabela 5) e estdo

localizadas em solos que possuem altas concentra¢des de aluminio e acidez potencial. O que

pode indicar que estes atributos estdo limitando a abundancia de B. thuringiensis neste solo.
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Figura 2 — Dendrograma de dissimilaridade entre iBt, atributos quimicos e fisicos do solo no Cerrado maranhense.
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Nota: Legenda das abreviaturas SM- Sdo Mateus do Maranhdo; AT- Alto Alegre; CT- Coroata; TB-Timbiras;
CD-Codé. Fonte: Autores.

Os grupos G1 e G3 nos agrupamentos (Figura 2) possuem concentragdes de cations
basicos (K, Na, Ca e Mg) com valores semelhantes (Tabela 5). Dessa forma, ndo € possivel
inferir que Bacillus thuringiensis esteja sendo influenciado por alguma caracteristica destes

solos.



1

2

Tabela 5. Valores entre iBt, atributos quimicos e fisicos em amostras de solo, coletadas no Cerrado maranhense.
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AMOSTRA Bt pH P K Na Ca Mg Al H+Al MO SB CTC \Y m  Areia Argila Silte
% (H20) (mg/dm3) (cmol/dm3) (dag/kg) (cmoI/dm3) (cmoI/dm3) (%)
SM01 029 424 639 0.11 0.11 129 042 2.38 8.89 0.52 1.93 10.82 17.84 55.22 56.10 10.29 33.61
SM02 0.63 420 6.64 0.06 0.02 0.98 0.39 1.70 7.55 0.83 1.44 8.99 16.04 54.14 79.50 7.22 13.28
SM03 030 4.05 541 0.06 0.02 147 048 299 10.83 1.03 2.02 12.85 15.69 59.71 74.15 5.98 19.87
ATO4 0.20 484 459 0.14 0.02 244 048 0.14 6.50 0.61 3.08 9.59 3214 435 6131 695 31.74
ATO5 033 482 393 040 0.03 3.26 142 0.19 9.82 094 5.11 1493 3421 3.53 57.45 12.57 29.98
ATO6 0.10 440 6.80 040 0.03 212 140 0.70 9.35 0.85 3.94 13.29 29.65 15.09 49.55 12.69 37.77
cT07 0.00 435 6.23 0.28 0.03 394 1.10 1.84 15.18 1.48 5.35 20.53 26.05 25.64 21.51 27.92 50.57
CT08 0.00 4.18 3.19 045 0.05 277 194 474 1891 134 5.21 2413 21.60 47.61 27.37 27.61 45.02
CTO09 038 492 1049 0.31 0.03 3.82 1.09 0.07 7.68 0.76 5.25 1294 40.61 1.31 58.71 10.31 30.98
TB10 0.64 439 10.08 0.57 0.14 288 0.95 1.17 13.07 1.21 4.53 17.60 25.76 20.46 51.98 18.14 29.88
TB11 050 425 754 034 0.11 113 0.71 219 12.79 0.89 2.28 15.07 15.15 48.99 48.91 20.54 30.55
TB12 0.15 459 483 034 0.05 262 179 1.12 10.48 0.99 4.79 15.28 31.38 18.94 36.89 20.04 43.07
CD13 0.61 442 631 0.17 0.02 126 0.73 1.21 10.70 0.71 2.18 12.88 16.91 35.77 61.43 11.90 26.67
CD14 050 4.27 795 0.06 0.00 1.03 0.34 1.47 8.03 0.77 1.42 9.45 15.05 50.81 82.81 7.71 9.48
CD15 043 437 7.04 0.06 0.02 0.83 0.34 1.17 6.77 0.52 1.24 8.01 15.49 48.47 86.15 7.19 6.66
Média 0,33 4,41 6,5 0,25 0,04 2,12 0,90 1,53 10,43 0,89 3,31 13,76 24 33 56,9 13,8 29,3
G1 0.46 4.26 6.75 0.12 0.04 114 0.49 1.87 9.37 0.75 1.79 11.15 16.03 50.44 69.86 10.12 20.02
G2 0.00 4.27 471 0.37 0.04 335 1.52 3.29 17.05 141 5.28  22.33 23.83 36.62 24.44 27.77 47.80
G3 0.30 4.66 6.79 036 0.05 286 1.19 0.56 9.49 0.89 4.45 13.94 32.29 10.61 52.65 13.45 33.90

Nota: (G1: SM01, SM02, SM03, TB11, CD13, CD14e CD15);(G2: CT07 e CT08); (G3: AT04, AT05, AT06, TB10, TB12 e CT09)
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2.4 Bioensaio seletivo para Aedes aegypti

Dos 63 isolados de Bacillus thuringiensis, 43 (68,2%) apresentaram
susceptibilidade para larvas de Aedes aegypti. Destes, sete isolados apresentaram
mortalidade acima de 50% em 48 horas. Lobo, et. al. (2018) para o cerrado apresentou
indice da susceptibilidade de 12 (4,0%), sendo que o nove isolados tiveram mortalidade

acima de 50% em 48 horas.

Na figura 4 mostra a média de mortalidade larval da triplicata de cada localidade,
os isolados de SM e CD que apresentam baixa e alta mortalidade respectivamente, estdo
localizados em solos com maiores valores de saturagdo por aluminio. Isto indica que este
fator ndo ¢ limitante para abundancia de B. thuringiensis ¢ que as diferencas de
mortalidade podem esta relacionadas a existéncia de diferentes linhagens com

composicao génica e proteica distinta. Incluir a descri¢do de um autor.

Figura 3. Comparagdo da mortalidade média de larvas de Aedes aegypti, testadas com cepas de Bacillus
thuringiensis oriundas de diversos municipios do Cerrado maranhense.
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Legenda das abreviaturas (SM- Sdo Mateus do Maranhdo; AT- Alto Alegre; CT- Coroata; TB-Timbiras; CD-Codo).
Fonte: Propria

3. METODOLOGIA

3.1 Area de estudo

A Floresta de Cocais ¢ uma das ecoregioes do cerrado maranhense e engloba uma
area de transi¢cdo (ecotone) entre a Amazonia, Cerrado, e Caatinga (Sano ef al., 2019).
Esta regido se caracteriza por uma elevada abundancia de palmeiras, especialmente
babagu (Attalea speciosa Mart.) e a carnatiba (Copernicia prunifera Mill. H.E. Moore)
(Sano et al., 2019). O Territério dos Cocais tem area de 32.608,8 km? e populacdo

estimada em 839.181 habitantes, distribuidos em 41 municipios (Codevast, 2006).

3.2 Otimiza¢ao da metodologia de coleta para Bacillus thuringiensis

As coletas no Cerrado maranhense ocorreram no periodo de 28 a 31 de janeiro de
2020, percorrendo os municipios do centro ao leste maranhense: Sdo Mateus do
Maranhao (SM), Alto Alegre (AT), Coroata (CT), Timbiras (TB) e Codd (CD). As
amostras de solo foram coletadas em pontos aleatérios de matas conservadas em

propriedades privadas do bioma Cerrado (Figura 5).


https://www-sciencedirect.ez80.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/caatinga
https://www-sciencedirect.ez80.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/caatinga
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Figura 5: Areas de coleta de amostras de solo no Cerrado maranhense

44.4°W 44.0°W 43.6°W
1 | |

4.0°8

4.4°8

@ Locais de Coletas
[ Municipio de Alto Alegre
[] Municipio de Codd
Bl Municipio de Coroata
[ Municipio de Sio Mateus
[ Municipio de Timbiras
[] Estado do Maranhio
[ Brasil

4.8°S

Sistema de Cooedenadas Geogrificas
Dados:IBGE 2018
Datum: SIRGAS 2000

L] LJ L)
44.4°W 44.0°W 43.6°W

Neste estudo, o protocolo de obtencdo para B. thuringiensis e para analise da
fertilidade do solo foram realizados utilizando-se a mesma amostra. Ambos sdo
protocolos padrdes, sendo que o primeiro ¢ usado para obtencdo e isolamento de B.
thuringiensis do solo (OMS, 1985). O segundo ¢ usado para avaliacao da disponibilidade
de nutrientes para manejo da fertilidade do solo (Sousa; Lobato, 2004; Prezotti; Guargon,
2013).

Foi estabelecida uma area minima de coleta de um hectare, trés areas por
municipio, totalizando 15 amostras. Os ambientes conservados foram selecionados de
forma aleatdria, e, em cada ponto de coleta foi requerido autorizagdo para retirada do solo.

Para o estudo coletou-se primeiramente os dados climatologicos como
temperatura e umidade relativa do ar com termo-higrometro, latitude e a longitude com

aplicativo Forest Navigator Lite. Quanto a profundidade de coleta do solo, definiu-se a
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camada de 0-10 cm, tendo em vista que esta camada abrange a maioria das atividades
microbiologicas (Sousa; Lobato, 2004; Prezotti; Guarcon, 2013). Para o manejo do solo
para analise fisico-quimica, a ferramenta utilizada foi o trado holandés, devido a textura
e estrutura dos solos do Cerrado, em periodos chuvosos (Sousa; Lobato, 2004; Prezotti;
Guargon, 2013).

Para que se obtivesse uma abrangéncia da area e os dados fossem representativos,
a area foi percorrida ao acaso, utilizando o caminhamento em zigue-zague. Definiu-se
ainda o niumero de 15 subamostras para formar uma composta em cada area. Com isso,
foi estabelecida uma distancia de 10m do inicio da mata e um distanciamento de 10 m
de cada subamostra (Sousa; Lobato, 2004; Prezotti; Guargon, 2013).

No ambiente natural, ndo sdo todos os lugares que atendem ao critério de coleta
para B. thuringiensis. Por isso, definiu-se que na sexta sub amostra, em um ambiente
sombreado, no mesmo orificio em que foi retirado o solo para obtengdo das amostras de
analises fisico-quimica, seria coletado amostras de solo para isolamento de B.
thuringiensis. Esta sucedeu-se retirando o solo com espatula de madeira e a amostra foi
armazenada em tubos de centrifugagdao do tipo Falcon, previamente estéreis. Seguindo
com a identificacdo da amostra para transporte, armazenamento € isolamento no
Laboratorio de Entomologia Médica - LABEM, da Universidade Estadual do Maranhao

do Campus Caxias.

4. Isolamento de Bacillus thuringiensis

O isolamento de B. thuringiensis foi realizado no Laboratério de Entomologia
Médica-LABEM - CESC/UEMA de acordo com o protocolo preconizado pela

Organizacao Mundial de Saude (OMS, 1985), que consistiu em misturar 1 g de solo de
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cada amostra a 10 mL de solugdo de sais (0,006 mM FeSO4.7H20; 0,01 mM CaCO03.

7H20; 0,08 mM MgS04.7H20; 0,07 mM MnSO4.7H20; 0,006 mM ZnSO4.7H20).

Em seguida, as amostras foram diluidas seriadamente (10! e 10?) em solugio
salina (NaCl a 1%). Posteriormente, uma aliquota de 1 mL da ultima diluicdo foi
homogeneizada em agitador de tubos vortex e submetida a choque térmico a 80 °C por
12 min, em banho-maria, e posteriormente em gelo por 5 min. Apos este processo, 100
pL da solugdo foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura agar
nutriente (AN) (peptona 5 g/L, cloreto de sodio 5 g/L, extrato de carne 1,5 g/L, extrato de
levedura 1,5 g/L e gar 15 g/L) (Himedia). As placas foram invertidas e armazenadas em

estufa bacteriologica a 28 °C, durante 48 h para o crescimento das colonias bacterianas.

Apds o crescimento, as colonias foram avaliadas quanto a morfologia (forma,
bordo, elevagao, estrutura, tamanho e coloragdo) conforme Rampersad; Ammons, (2005).
Aquelas que apresentaram caracteristicas tipicas de Bacillus spp. foram visualizadas sob
microscopia de contraste de fase (aumento de 1000 X) para verificar a presenca de
inclusdes paraesporais (cristais de proteinas). As colonias positivas para Bacillus spp.
foram semeadas em placas de Petri contendo agar e incubadas em estufa bacterioldgica
por 48 horas. Ao término do tempo desta etapa, cada coldnia foi plaqueada isoladamente,
incubada em estufa por cinco dias e devidamente armazenada. Para o indice Bt (iBt) foi

calculado a porcentagem de colonias do niimero total de colonias obtidas no isolamento.

Os isolados identificados como B. thuringiensis foram depositados no Banco de
Bacilos Entomapatogénicos do Maranhdao — BBENMA, no Laboratério de Entomologia
Meédica do CESC/UEMA. Para cada isolado identificado foi gerado um cédigo, formado
por quatro letras (BtMA: Bt - Bacillus thuringiensis € MA - Maranhdo) acrescido do

numero, que corresponde a sequéncia do seu armazenamento no Banco.
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5. Bioensaio de susceptibilidade para Aedes aegypti

Os bioensaios foram realizados segundo o protocolo preconizado por Dulmage et
al. (1990) com algumas modificagdes. Os isolados de B. thuringiensis foram cultivados
em caldo nutriente e solugdo de sais a 180 rpm, 28°C por 5 dias. Para o teste foram
utilizados copos que continham: 10 ml de 4dgua destilada, 10 larvas de 3° estagio de 4.
aegypti, ¢ 1 ml da cultura total. Foi realizado um controle negativo sem bactérias, para
verificar a qualidades das larvas e a selegdo de Bt dos solos coletados. Para cada amostra
foi feita a triplicata e a verificagdo da atividade patogénica nas larvas apos 24 e 48 horas

(WHO, 2005).

6. Analise de atributos quimicos do solo e textura

Foram determinados os seguintes atributos do solo: acidez ativa (pH em agua);
acidez potencial (H + Al); Ca2+, Mg2+, K+ e Al3+ trocaveis; P; e matéria organica, ainda
se calculou a soma de bases (SB), capacidade de troca de cations (CTC), saturacdo por
bases (V) e saturagdo por aluminio; determinou-se ainda os teores de areia, silte e argila,
cujos procedimentos analiticos adotados seguiram o manual de métodos de andlise de

solo (Teixeira et al., 2017).

7. Analise estatistica

De posse dos dados da anélise de fertilidade e textura do solo e indice de colonias
Bacillus thuringiensis (iBt) foram submetidas a analise de componentes principais (ACP)
(JOLLIFFE, 1986) e agrupamento utilizando a distancia euclidiana e o método de

UPGMA (Unweighted Pair-Group Average).

Para a andlise dos resultados na ACP considerou-se o parametro Cos2, indicador

da qualidade de representacdo, e simultaneamente as contribuigdes (%) que traduzem a
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parte da varidncia correspondente a cada nivel da variavel. Varidveis que estdo
correlacionadas com CP1 e CP2 sdo as mais importantes para explicar a variabilidade no
conjunto de dados e possuem altos valores de Cos2 e contribui¢do (%), indicando uma

boa representacao da variavel no componente principal (Abid; Williams, 2010).

Na correlagdo de Pearson, selecionaram-se as varidveis explicativas com maior
correlacdo com a variavel resposta (iBt) e que, a0 mesmo tempo, apresentassem baixa
correlacdo entre si. A multicolinearidade foi investigada pelo fator de inflacdo da
variancia (VIF). Apds a selecdo das varidveis explicativas ajustou-se modelos via

regressao passo a passo ou stepwise.

A técnica stepwise verifica quais varidveis sdo importantes para explicar o
modelo. Esta técnica consiste em se iniciar o ajuste de um modelo reduzido, e
iterativamente construir uma sequéncia de modelos de regressado, incluindo ou excluindo
as variaveis, uma a uma. O critério de inclusao ou exclusao das variaveis foi baseado
selecionando-se o modelo com maior R? ajustado e menor valor do critério de informagio
de Akaike (AIC). Antecedendo a analise de regressdo, foi realizada uma andlise
exploratoria descritiva dos dados, com o objetivo de observar as suas caracteristicas

pertencentes a distribui¢do normal e homogeneidade.

As andlises foram realizadas pelo Software R de computacdo estatistica (R Core
Team, 2020) utilizando os pacotes “FactoMineR” (Lé&; Josse e Husson, 2008),
“factoextra” (Kassambara; Mundt, 2020), “Mass” (Venables; Ripley, 2002) e “leaps”

(Lumley, 2020).

8. CONCLUSAO

A abundancia de B. thuringiesis apresenta variagdes entre solos do Cerrado.

Considerando que este possui pH 4cido e baixa fertilidade para nutrientes de planta, a
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presenca de Bt pode indicar a capacidade de adaptacdo desse organismo aos mais diversos
ambientes. Os achados deste trabalho, indicam que B. thuringiensis apresenta uma
associacao negativa com a areia, indice de aluminio e acidez potencial. O que pode indicar
que neste solo, a textura e estes atributos quimicos, podem ser um fator limitante para B.

thuringiensis
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