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RESUMO

As bactérias do género Bacillus sdo conhecidas por seu potencial inseticida e fungicida e sdo
utilizadas como pesticidas microbiologicos para o controle de pragas agricolas. Esses
microrganismos apresentam grande diversidade e estdo presentes em diversos locais, inclusive
na rizosfera das plantas. O objetivo deste trabalho foi prospectar novas cepas do género
Bacillus provenientes da rizosfera de plantas e avaliar sua toxicidade a pragas de importincia
agricola, a fim de selecionar novas estirpes com potencial uso no controle bioldgico. As
espécies vegetais das quais as cepas foram obtidas foram selecionadas aleatoriamente em areas
urbanas de Brasilia, Distrito Federal sendo pertencentes as espécies Melininis repens, Paspalum
notatum, Eugenia uniflora, Tradescantia pallida purpurea, Mangifera indica, Zoysia japonica
e Axonopus compressus. No total, 63 estirpes bacterianas foram isoladas a partir da rizosfera
das plantas selecionadas e identificadas a nivel de espécie utilizando a técnica de rt-PCR e
sequenciamento. Dentre as estirpes isoladas, foram identificadas mais de 11 espécies distintas.
Essas estirpes foram avaliadas quanto a toxicidade as seguintes pragas de interesse agricola:
Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera : Noctuidae), Euschistus heros
(Hemiptera: Pentatomidae), Fusarium oxysporum (Hypocreales: Nectriaceae) e Sclerotinia
sclerotiorum (Helotiales: Sclerotiniaceae). Vinte e oito estirpes apresentaram toxicidade
superior a 70% as pragas testadas. Destacou-se a toxicidade das espécies Bacillus cereus sensu
lato, (S2961) a Anthonomus grandis e Euschistus heros; Bacillus amyloliquefaciens (S2915)
a Chrysodeixis includens e aos fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum e Sclerotinia
sclerotiorum e Bacillus thuringiensis (S2954) a Spodoptera frugiperda. Esses microrganismos
apresentam potencial para serem utilizados como base de bioinsumos para controle de pragas
de interesse agricola.

Palavras-chave: Controle bioldgico; estirpes infectivas; inseticida microbioldgico; insetos
fitofagos; fungos fitopatogénicos.
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ABSTRACT

Bacteria of the Bacillus genus is known for their insecticidal and fungicidal potential and are
used as microbiological pesticides to control agricultural pests. These microorganisms have
great diversity and are present in various places, including the rhizosphere of plants. The aim
of this study was to prospect for new strains of the genus Bacillus from the rhizosphere of plants
and to evaluate their toxicity to agriculturally important pests, to select new strains with
potential use in biological control. The plant species from which the strains were obtained were
randomly selected in urban areas of Brasilia, Federal District, and belonged to the species
Melininis repens, Paspalum notatum, Eugenia uniflora, Tradescantia pallida purpurea,
Mangifera indica, Zoysia japonica and Axonopus compressus. A total of 63 bacterial strains
were isolated from the rhizosphere of the selected plants and their species identified using rt-
PCR and sequencing. Among the isolated strains, more than 11 distinct species were identified.
These strains were evaluated for toxicity to the following pests of agricultural interest:
Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae), Spodoptera  frugiperda  (Lepidoptera:  Noctuidae), Euschistus  heros
(Hemiptera: Pentatomidae), Fusarium oxysporum (Hypocreales: Nectriaceae) e Sclerotinia
sclerotiorum (Helotiales: Sclerotiniaceae). Twenty-eight strains were more than 70% toxic to
the pests tested. The toxicity of Bacillus cereus sensu lato (S2961) to Anthonomus grandis and
Euschistus heros, Bacillus amyloliquefaciens (S2915) to Chrysodeixis includens and the
phytopathogenic fungi Fusarium oxysporum and Sclerotinia sclerotiorum and Bacillus
thuringiensis (S2954) to Spodoptera frugiperda stood out. These microorganisms have the
potential to be used as a basis for bio-inputs to control pests of agricultural interest.

Keywords: Biological control; infective strains; microbiological insecticide; phytophagous
insects; phytopathogenic fungi.
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INTRODUCAO

A agricultura ¢ um dos pilares da economia brasileira (CEPEA; CNA, 2023; IPEA,
2023). Nos sistemas de produgdo extensiva, o controle de insetos-praga ¢ essencial para e
garantir a produtividade das lavouras. Levantamentos recentes demostram que as pragas
agricolas ocasionam cerca de 20% a 40% de perdas nas principais culturas exploradas
mundialmente, entre elas trigo, arroz, batata, milho e soja (Savary et al., 2019). Em alguns
casos, a introdugdo de novas pragas pode até dizimar completamente as plantas, inviabilizando

a produgao.

Devido a necessidade de novas estratégias no controle de pragas, preconizadas pela
adocdo de sistemas de producdo sustentdveis, os métodos de controle tém sido reavaliados na
ultima década. Tem-se enfatizado a importancia da aplicacdo de estratégias ecologicamente

menos agressivas, que deixem pouco residuo nos alimentos e preservem a biodiversidade local.

Nesse contexto, o controle bioldgico surge como uma alternativa eficaz para reduzir as
chances de ocorréncia de surtos populacionais de pragas (EMBRAPA, 2020). Além da
especificidade dos inseticidas microbiologicos, estes produtos também sdo pouco tOXicos ao
ambiente, aos seres humanos e as plantas (MAPA; IBAMA, 2006). O Brasil ¢ referéncia
mundial na utilizagdo de defensivos biologicos, com um total de 552 produtos registrados
(AGROFIT, 2023). O uso de inseticidas microbiologicos auxilia na mitigacdo dos impactos
ambientais, reduz a utilizacdo de inseticidas sintéticos e permite controle eficaz de algumas

pragas.

Muitas espécies bactérias sdo utilizadas no controle biologico, dentre elas as bactérias
do género Bacillus sdo caracterizadas pelo potencial fungicida e pela produgdo de toxinas
inseticidas. Atualmente, existe uma variedade de produtos comerciais registrados que possuem

como principio ativo Bacillus thuringiensis;, Bacillus pumilus; Bacillus subtilis; Bacillus

amyloliquefasciens dentre outros (AGROFIT, 2023)

A fim de encontrar novas estirpes de Bacillus com potencial uso para controle bioldgico,
o propdsito do presente trabalho foi isolar estirpes de Bacillus da rizosfera de plantas
pertencentes a diferentes espécies vegetais e avaliar a toxicidade desses isolados as pragas

agricolas de importancia economica.
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JUSTIFICATIVA

Dentre as bactérias mais utilizadas no controle bioldgico, encontram-se bactérias do
género Bacillus que podem ser encontradas em variados ambientes, dentre eles narizosfera das
plantas. A rizosfera das plantas dispde de uma enorme diversidade de microrganismos pouco
explorada, que auxilia na sua sobrevivéncia, ciclagem de nutrientes e no controle de patégenos.
Sabendo desse potencial, o presente trabalho buscou isolar novas cepas bacterianas da rizosfera
de diferentes espécies de plantas a fim de prospectar novas estirpes bacterianas e posteriomente

avaliar seu potencial para o controle bioldgico.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Caracteristicas gerais do género Bacillus

As bactérias desse género pertencem a familia Bacillaceae, sdo gram-positivas,
aerobicas ou anaerdbicas facultativas, apresentam formato de bastonetes e sdo caracterizadas
pela formagdo de esporos, estrutura de resisténcia responsavel pela facilidade de perpetuacao
das espécies do género. Algumas espécies, como o B. thuringiensis, produzem inclusoes

cristalinas que possuem atividade inseticida (Bobrowski et al., 2003; Hofte; Whiteley, 1989).

Demais espécies do género foram descritas pelo seu potencial inseticida e fungicida
(Khan, 2021) por meio da produgdo de metabolitos secundarios e colonizagdo das raizes das
plantas auxiliando seu crescimento e prote¢do a pragas. Dentre essas espécies de Bacillus,
podemos citar B. amyloliquefaciens ¢ B. pumilus que apresentam toxicidade a fungos

fitopatogénicos (Monnerat et al., 2021).

Pouco se sabe sobre a distribui¢do de Bacillus no ambiente. As espécies do gé€nero
apresentam habilidades fisiologicas que permitem a sobrevivéncia em uma variedade de
ambientes, devido a resisténcia do esporo ao calor, frio, radiacdo, dessecacdo e desinfecc¢ao
(Turnbull; Kramer; Melling, 1996). Logo, apresentam distribuicdo cosmopolita (Norris, 1964),
podendo ser isoladas de insetos mortos, agua, solo, rizosfera de plantas, graos armazenados
dentre outros (Monnerat et al., 2020). S3o comumente encontradas no solo e podem estar
associadas a rizosfera das plantas, onde sdo denominadas rizobactérias ou bactérias promotoras
de crescimento da planta pois auxiliam no crescimento e desenvolvimento das espécies

vegetais, assim como no controle de patdgenos (Hashem et al., 2019).
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A raiz das plantas libera exsudados e atrai uma enorme variedade de microrganismos
que colonizam essa regido formando a rizosfera das plantas (Rudrappa et al., 2008). Por meio
de mecanismos diretos e indiretos, os microrganismos presentes na rizosfera das plantas
auxiliam no desenvolvimento vegetal (Cardoso; Andreote, 2016) e promovem a solubiliza¢ao

de fosfato, fixacdo de nitrogénio e patogenicidade a insetos e fitopatdgenos (Bowen; Rovira,

1999).

Dessa forma, o isolamento de Bacillus dessa regido ¢ uma alternativa viavel para
prospectar estirpes com potencial controle de patégenos (Foldes et al.,2000; Islam et al., 2016;
Kumar; Dubey; Maheshwari, 2012; Sindhu et al. 2016). Nao existem muitos registros na
literatura de uma associagdo especifica entre espécies botanicas ou manejo do solo e a
distribui¢do de Bacillus em sua respectiva rizosfera, em numero ou espécie (Coelho et al.,
2007). Logo, independente das espécies botanicas ou do manejo do solo do ambiente escolhido
para isolamento, pode-se encontrar espécies de Bacillus com potencial para controle biologico

na rizosfera das plantas.

Existe uma diversidade de trabalhos de isolamento que explora a rizosfera de grandes
culturas comerciais como feijao (Kumar; Durbey; Maheshwari, 2012), soja (Prajakta et al.,
2019; Wahyudi et al., 2011), trigo (Azaroual et al., 2020; Montoya; Cota; Villalobos, 2019)
arroz (Xie; Su; Cui, 1998), milho (Abiala et al., 2015; Bjeli¢ et al., 2018; Gomes et al., 2014),
algoddo (Chen, et al., 2021; Gajbhiye et al., 2010), cacau (Koua et al., 2020) e tomate (Agrawal;
Agrawal, 2013; Ayantola; Fagbohun, 2020; Ayantola; Fagbohun, 2020; Kalam; Basu; Podile,
2020; Karthika; Midhun; Jisha, 2020; Yan et al., 2022; Zhou; Song; Kuipers, 2021). Entretanto,
em levantamentos realizados nas plataformas de busca de trabalhos académicos, ndo detectaram
publicagdes que abordassem o isolamento desse grupo de bactérias da rizosfera de espécies

botanicas ndo comerciais, tais como gramas, arbustos espécies frutiferas.

Isolamento de Bacillus

Uma das técnicas utilizadas para o isolamento das espécies do género Bacillus ¢ por
meio de choque térmico, em que a temperatura de 80°C por 12 minutos e em seguida gelo por
5 minutos € capaz de eliminar varios microrganismos ¢ selecionar apenas a estrutura de
resisténcia da espécie, tais como o esporo (World Health Organization, 1985). Esta técnica tem
sido amplamente utilizada por pesquisadores no mundo inteiro (Koua et al., 2020; Sharma et

al., 2019; Travers; Martin; Reichelderfer,1987), sendo, portanto, validada cientificamente.

14



Multiplicacao de Bacillus

O processo de multiplicagdo das bactérias do género Bacillus ¢ dividido em duas etapas.
A primeira estapa ¢ denominada crescimento vegetativo e ocorre quando as condi¢des do
ambiente estdo favordveis para a germinagdo do esporo e desenvolvimento de células
vegetativas, proporcionando a multiplicagdo da espécie. Em seguida, diante de um cenario de
estresse, ocorre a produgdo do enddsporo dentro da célula, formando o espordngio e dando
inicio a esporulacao. Por fim, os esporangios se rompem e os esporos sao liberados no meio
completando a esporulagdo. Em algumas espécies e em condi¢des ideais de desenvolvimento,
além dos enddsporos também sdo formados cristais dentro do esporangio (Higgins; Dworkin,
2012). Quando inoculadas em meios de cultivo apropriados, especificos para seu
desenvolvimento, as espécies de Bacillus necessitam normalmente de até 72 horas para atingir
seu completo desenvolvimento (Monnerat et al., 2020). E muito importante que as condi¢des
nutricionais e processos fermentativos especificos sejam otimizados para que a multiplicagao

de cada estirpe seja potencializada.

Identificacao de Bacillus

Existe uma variedade de técnicas de identificagdo das espécies de Bacillus, e estas
incluem caracterizagdo morfologica por meio de microscopia Optica e eletronica, o crescimento
em meios seletivos, rt-PCR utilizando primers de espécies conhecidas e sequenciamento.
Dentre elas, a técnica mais confiavel se baseia na analise molecular por rt-PCR seguida de
sequenciamento génico (Bravo et al., 1998). Isso ocorre, porque a microscopia eletronica e os
meios seletivos direcionam a identificagdo da espécie, mas nao apresentam precisao na
identificagdo. Por outro lado, o rt-PCR ¢ o sequenciamento identificam as espécies por meio da
sequéncia de nucleotideos de seu material genético e apresentam maior precisio na

identificagao.

Potencial Inseticida e Fungicida

A primeira estirpe de B. thuringiensis que se tem relato foi isolada pelo cientista japonés
Shigetane Ishiwata em 1901 a partir de uma larva do bicho da seda (Kim, 1993).

Posteriormente, em 1908 foram identificadas acdes inseticidas da espécie e em 1915 o isolado
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foi denominado B. thuringiensis pelo alemao Ernst Berliner (Berliner, 1915). O primeiro
bioinseticida comercial chamado Sporeine foi formulado na Franga em 1938 e apenas em
meados de 1950 a comercializagdo de produtos microbiologicos para o controle de insetos se
popularizou (Jacobs, 1950). Mais tarde, em 1957, os Estados Unidos langaram seu primeiro
produto a base de B. thuringiensis denominado Thuricide. Por fim, em 1967, B. thuringiensis
foi reconhecido como o entomopatdgeno mais explorado pela industria no controle biologico

(Beegle; Yamamoto, 1992).

O potencial inseticida de B. thuringiensis ocorre devido aos cristais liberados durante a
esporulacdo, que contém toxinas letais a uma diversidade de insetos das ordens Coleoptera,
Diptera, Hemiptera, Hymenoptera e Lepidoptera (Cavaleiro et al., 2005; Ibarra et al., 2003;
Monnerat et al., 2005; Praga et al., 2004). Os Bacillus apresentam varios mecanismos de
controle de patdgenos, dentre eles podemos citar a solubilizagdo do cristal de B. thuringiensis
no pH alcalino do intestino do inseto, promovendo a ativacdo de protoxinas que se ligam aos
receptores das microvilosidades intestinais e causam desequilibrio osmotico, o que leva o inseto
a um quadro semelhante a intoxicagdo alimentar e posterior morte (Monnerat; Bravo, 2000). As
principais toxinas inseticidas produzidas por Bt sdo as 6-endotoxinas, também conhecidas como

toxinas Cry e Cyt (Bravo et al., 1998).

As bactérias do género Bacillus também sdo conhecidas pela sintese de metabolitos
secundarios, com capacidade para produzir diversos compostos antimicrobianas que podem ser
aplicados na producgao agricola (Stein, 2005; Monnerat et al., 2020). Os Bacillus apresentam de
5 a 8% de seu genoma dedicados a sintese de metabdlitos secundarios, envolvendo a producao

de compostos fungicidas, bactericidas e nematicidas (Stein, 2005; Chen et al., 2009)

A aplicagdo de inseticidas bioldgicos no Brasil ocorre hd mais de 50 anos e o potencial
inseticida das espécies do género Bacillus se popularizou com a aplicacdo de inseticidas
microbioldgicos e com a chegada, regulamentagdo e liberagdo das plantas transgénicas no pais.
Em 2009, o Brasil se tornou o segundo maior produtor de plantas geneticamente modificadas

no mundo com cerca de 21 milhdes de hectares plantados e em 2020 a area representava 30

milhdes de hectares (SNA, 2020).

Atualmente, encontra-se cultivares geneticamente modificadas de milho, soja, algodao,
eucalipto, feijdo, trigo e cana de agucar disponiveis no mercado (EMBRAPA, 2023). A cultura
do algodao, por exemplo, apresentante cultivar transgénica desenvolvida a partir da inser¢do de

um gene de B. thurigiensis que confere resisténcia aos insetos (EMBRAPA, 2023). Entretanto,
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apesar da eficacia de controle, o uso inadequado dessas tecnologias confere uma pressao de
selecdo de resisténcia as pragas e pode vir a selecionar populacdes resistentes a tecnologia
(Waquil; Villela; Foster, 2002). Isso ocorre, pois muitas das pragas alvos dessa tecnologia sao
polifagas e estdo constantemente expostas ao mesmo principio ativo em variadas culturas,

intensificando a pressao de selegdo para surgimento de populacdes resistentes da praga.

Posteriormente, demais espécies do género Bacillus comegaram a apresentar toxicidade
a pragas agricolas, demonstrando ndo apenas efeito inseticida, como também ag¢do fungicida e
nematicida. Vale ressaltar a toxicidades das espécies B. amyloliquefaciens, B. pumilus e B.
subtilis a diversas espécies de fungo (Monnerat et al., 2020). Atualmente, existem fungicidas
microbioldgicos a base de Bacillus registrados no Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA) tais como: Ecoshot®, Quartzo SC® e Serifel/Duravel® com o
principio ativo B. amyloliquefaciens; Sonata® com o principio ativo B. pumilus; Bio-Imune®

e Biobac® com principio ativo B. subtilis (AGROFIT, 2023).

Os B. amyloliquefaciens produzem compostos volateis que podem auxiliar na inibi¢ao
do crescimento de fungos, permitindo a planta protecdo contra doencas (Yan et al. 2012).
Algumas estirpes dessa espécie também podem auxiliar a planta a tolerar o estresse causado por

fatores abioticos (Tiwari et al., 2017).

A espécie B. pumilus ¢ vastamente aplicada em processos industriais que envolvem a
fabricacdo de alimentos fermentados e tratamento de dgua ou locais contaminados (Monnerat
et al., 2021). Além disso, B. amyloliquefaciens, também apresenta atividade fungicida

(Dobrzynski et al., 2023)

Os B. subtilis sao encontrados em diversos ambientes e estdo presentes no solo
associados a rizosfera das plantas, onde auxiliam no controle de fitopatogenos (Monnerat et
al.,2020). A espécie € conhecida pela sintese de metabdlitos secundarios com capacidade para
produzir variados compostos antimicrobianos que podem ser utilizados na producdo agricola
(Stein, 2005). Os B. subtilis também apresentam produgdo de biofilme, que permite a
colonizacdo das raizes fornecendo inumeros beneficios para as plantas (Bais; Fall; Vivanco,

2004).

A fim de diversificar as espécies de Bacillus com potencial uso para controle bioldgico,
¢ de suma importancia prospectar novas estirpes de Bacillus e avaliar seu potencial inseticida e

fungicida. O uso de uma maior diversidade de espécies bacterianas no controle biologico
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diminui a pressao de selegdao de resisténcia nas pragas e auxilia na preservacao das tecnologias

existentes.

Vale ressaltar que os inseticidas microbiolégicos formulados a base de Bacillus sao
inofensivos aos seres humanos e animais, apresentam especificidade sobre os alvos, preservam
a biodiversidade e os inimigos naturais, viabilizam o controle ecologico sem deixar residuos

nos alimentos, promovendo a seguranga alimentar (EMBRAPA, 2021).

Pragas agricolas

As pragas agricolas de maneira geral compromentem a produgdo por meio da redugdo
de volume produtivo, deteriorizagdo da qualidade do produto e podem até dizimar
completamente um cultivo. Dentre as principais culturas produzidas no Brasil, destaca-se soja,
milho, cana-de-agucar, café e algodao (IBGE, 2022). Uma pesquisa conduzida pelo Centro de
Estudos Avangados em Economia Aplicada (CEPEA)da ESALQ/USP constatou que o controle
inadequado das pragas agricolas nessas culturas pode causar perdas de 9,5% a 40% da

produtividade ou até dizimar a produgao das lavouras (CROPLIFE, 2019).

Dentre as inumeras pragas de importancia econdmica podemos destacar como as mais
relevantes, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), Euschistos heros
(Hemiptera: Pentatomidae), Fusarium oxysporum (Hypocreales: Nectriaceae) e Sclerotinia

sclerotiorum (Helotiales: Sclerotiniaceac)

Nas Américas, A. grandis, popularmente conhecido como bicudo-do-algodoeiro, ¢
praga chave da cultura do algoddo, podendo causar perdas de at¢ 100% da produ¢do quando
ndo controlado adequadamente (Gabriel, 2016; Cabi, 2020). As injarias severas se ddo ao habito
criptico da fase imatura da praga, que se aloja no interior dos botdes florais, flores e macas
(Azambuja; Degrande, 2014; Bastos et al., 2005). O inseto chegou ao Brasil em 1983 (Barbosa
et al.,, 1983) e desde entdo é motivo de preocupacdo aos produtores de algoddo. O controle
biologico pode ser uma das alternativas para o controle efetivo da praga no pais, desde que seja
utilizado de maneira sinérgica com outras medidas de controle do manejo integrado de pragas

(Bastos; Torres, 2003).

Outra praga importante no Brasil ¢ C. includens, conhecida por falsa medideira da soja.

As lagartas causam desfolha severa, que apresenta aparéncia rendilhada, raspam as folhas
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quando ainda pequenas e quando adultas destroem completamente as folhas, podendo se
alimentar também das hastes (Moscardi et al., 2012). Por ser um inseto polifago, notou-se
severa disseminacdo da espécie e aumento dos prejuizos causados as culturas, principalmente

a soja, ao longo de todo o territério brasileiro (Specht; De Paula-Moraes; Sosa-Gomez, 2015).

Pode-se destacar também S. frugiperda, conhecida por lagarta do cartucho do milho. O
inseto ¢ praga chave do milho e atacando também vérias outras culturas, tais como algodao,
sorgo, soja, alface, tomate, arroz, trigo, entre outros (Montezano et al., 2018). A praga apresenta
notavel capacidade de dispersdo e adaptabilidade podendo reduzir a produgdo em 34 a 52%

(Valicente, 2015)

E. heros, conhecido por percevejo marrom, ¢ uma praga chave da soja (Nunes; Corréa-
Ferreira, 2002). A praga se alimenta da seiva da planta e compromete a formacgao de graos e
sementes. Além disso, provoca disturbios fisiolégicos na planta, retardando sua maturagio e

afetando diretamente a produtividade das lavouras (Panizzi; Bueno; Silva, 2012).

F. oxysporum ¢ um fungo presente no solo que penetra pelo sistema radicular e causa
murchas e podriddes em muitas culturas, podendo levar a planta a morte (Stover; Waite, 1960).
O patogeno se popularizou por causar a doen¢a denominada fusariose em bananeira (Gasparotto

et al., 2020).

Outro fungo importante ¢ S. sclerotiorum que é vulgarmente conhecido por mofo-
branco e acomete varias culturas de importincia econdmica como feijdo, tomate e soja (Meyer
et al., 2020). O fitopatdogeno causa podriddes e compromete o cultivo, podendo ocasionar perdas
de até 70% da producdo quando o manejo ¢ inadequado (Lehner et al., 2017; Meyer et al.,
2020).

Diante do consideravel niimero de pragas de importancia econdmica ¢ indiscutivel a
necessidade de se desenvolver novas tecnologias que aprimorem seu controle para garantir a
producdo de alimentos e seus derivados. Tendo em vista o cenario mundial de tentativa de
conscientizacdo ambiental ¢ de suma importancia o desenvolvimento de produtos de pouco

impacto ao meio ambiente e aos seres humanos.
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OBJETIVO

Objetivo geral

Prospectar novas cepas do género Bacillus provenientes da rizosfera das espécies
Melininis repens, Paspalum notatum; Eugenia uniflora;, Tradescantia pallida purpurea;
Mangifera indica; Zoysia japonica;, Axonopus compressus ¢ avaliar seu potencial uso no
controle biologico das pragas agricolas Anthonomus grandis, Chrysodeixis includens,

Spodoptera frugiperda, Euschistus heros, Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum.

Objetivos especificos

- Isolar e identificar novas cepas do género Bacillus.

- Selecionar ao menos uma estirpe toxica a um dos insetos praga: Anthonomus grandis,

Chrysodeixis includens, Spodoptera frugiperda e Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae).

- Selecionar pelo menos uma estirpe toxica a um dos fungos fitopatogénicos Fusarium

oxysporum € Sclerotinia sclerotiorum.

HIPOTESE

Levanta-se a hipotese de que mesmo em ecossistemas urbanos caracterizados pelo baixo
manejo e controle de fertilidade do solo habitam rizobactérias do género Bacillus com potencial
uso no controle bioldgico de importantes pragas agricolas. Dessa forma, pode-se isolar uma
variedade de espécies bacterianas da rizosfera de espécies botancias escolhidas ao acaso e em

espécies de grama.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida em duas etapas de isolamento, denominadas “Etapa 17 e
“Etapa 2”. Em seguida, as estirpes isoladas foram armazenadas em papel filtro para posterior
realizagdao de ensaios seletivos de toxicidade e identificagao das espécies de Bacillus isoladas

por meio de rt-PCR e sequenciamento.
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Coleta e isolamento

Inicialmente foram coletadas raizes de plantas presentes em ambiente urbano do
Distrito Federal. As espécies de planta foram escolhidas ao acaso devido a ocorréncia
cosmopolita do género Bacillus narizosfera das plantas. Foram realizadas duas etapas de coleta,
primeiramente foram coletadas raizes de espécies botanicas ndo comerciais escolhidas ao acaso,
denominada “Etapa 1” e posteriormente foram coletadas espécies de grama comum em area
urbana, denominada “Etapa 2”. A Tabela 1 apresenta as espécies vegetais, suas respectivas

familias botanicas e as datas de coleta e isolamento de ambas as etapas.

Tabela 1. Espécies coletadas nas Etapa 1 e Etapa 2 e seus respectivos nomes comuns, familias

botanicas, datas de coleta e data de isolamento.

Etapa 1
L . Familia Data de Data de
Espécie vegetal Nome comum A .
Botanica coleta isolamento
Melininis repens Capim Natal Poaceae 21/03/2022  22/03/2022
Paspalum notatum Grama Batatais Poaceae 21/03/2022 22/03/2022
Eugenia uniflora Pitanga Myrtaceae 21/03/2022 22/03/2022
Tradescantia pallida purplrea  Trapoeraba-roxa =~ Commelinaceae 21/03/2022 22/03/2022
Mangifera indica Mangueira Anacardiaceae 21/03/2022 22/03/2022
Etapa 2
. Familia Data de Data de
Espécie vegetal Nome Comum A .
Botanica coleta isolamento
Paspalum notatum Grama batatais Poaceae 05/07/2022  06/07/2022
Zoysia japonica Grama esmeralda Poaceae 05/07/2022  06/07/2022
AX0ONOpUS compressus Grama Sdo Carlos Poaceae 05/07/2022  06/07/2022

As raizes foram coletadas contendo resto de solo significativo, armazenadas em tubo
plastico de 50 mL e levadas ao Laboratorio de Bactérias Entomopatogénicas — Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia para isolamento das espécies de Bacillus.

No laboratorio, em cdmara de fluxo laminar, Bioseg do Grupo Veco, previamente limpa
com alcool 70% e esterilizada por radiagdo ultravioleta durante 20 minutos, foram adicionadas

10 mL de solugdo salina na concentracdo de 8,5g L' no tubo plastico utilizado na coleta € o
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material foi agitado utilizando vortex Mixer, Labnet em velocidade méaxima, 2800 rpm, durante
30 segundos permitindo o desprendimento do solo e dos microrganismos presentes na rizosfera
das plantas. Uma aliquota de 1 mL da solugao salina contendo os microrganismos ¢ o solo foi
submetida a choque térmico de 80°C durante 12 minutos e gelo por 5 minutos para eliminar
demais espécies e selecionar apenas os esporos de Bacillus (World Health Organization, 1985).
Desta aliquota de 1 mL que sofreu choque térmico, uma aliquota de 100uL foi inoculada em
placas de Petri contendo Meio Embrapa — ME (Monnerat et al., 2007) so6lido com o auxilio de
uma alca de Drigalski descartavel estéril, a fim de espalhar o material e facilitar a obtengdo de

colonias isoladas (Figura 1)..
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Figura 1. Etapas iniciais do isolamento. A- Diluicdo do solo presente na raiz da planta em

solugdo salina; B- Choque térmico; C- Plaqueamento do material em meio Embrapa sélido.

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 30 °C por 24h para crescimento das
espécies de Bacillus no meio de cultura. Apds esse periodo, as colonias foram caracterizadas
morfologicamente e as que se encontravam isoladas e apresentaram caracteristicas distintas
entre si foram inoculadas em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50mL de ME liquido e foram
mantidas em incubador rotativo a 200 rpm e 2842 °C até sua completa esporulagdo, que ocorrei
em aproximadamente 72h. O crescimento das estirpes em meio de cultura liquido foi
acompanhado por meio da visualizacdo em microscopio Optico Zeiss modelo Scope.Al Axio
de contraste de fases sob aumento de 1000X permitindo a observacao de esporos e inclusdes

cristalinas, caracterizagdo morfologica das espécies e identificacdo de possivel contaminagdes.

Para a confirmagdo da pureza e do isolamento efetivo, as amostras passaram por uma
diluicdo seriada a fim de se obter unidades formadoras de colonia de mesma caracteristica

morfologica, confirmando o isolamento completo. As amostras que porventura apresentaram
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contaminacdo, foram isoladas novamente. Posteriormente, as estirpes isoladas foram

preservadas em papel filtro.

Preservaciao em papel filtro

Apos a purificacdo das estirpes isoladas, por meio de microscopia Optica, plaquamento
e diluicdo, foi realizado o armazenamento. O método utilizado foi a armazenagem em papel
filtro (Monnerat et al., 2020). Essa técnica baseia-se na imersao de pequenas tiras de papel filtro
autoclavadas em suspensdo bacteriana completamente esporulada. Apos a secagem, as tiras de
papel mantém os esporos conservados, sao armazenadas em tubos plasticos criogénicos e

podem ser conservadas a temperatura ambiente por muitos anos.

Inicialmente, em camara de fluxo laminar Bioseg do Grupo Veco, previamente limpa e
esterelizada por radiagdo ultravioleta durante 20 minutos, com auxilio de al¢a de plastico estéril
calibrada (1 pL) as estirpes isoladas foram inseridas em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio Embrapa liquido e mantidas em incubador rotativo a 200 rpm e 28+2°C até sua
completa esporulagdo, por cerca de 72h. Apos esse periodo, uma aliquota da suspensdo
bacteriana foi analisada sob microscopio Optico Zeiss modelo Scope.A1 Axio e aumento de
1000X a fim de observar o desenvolvimento da estirpe. Para identificar a pureza da estirpe, as
amostras foram estriadas em meio Embrapa solido e as coldnias crescidas foram observadas

(Monnerat et al., 2020)

Em camara de fluxo laminar Bioseg do Grupo Veco, previamente limpa com alcool a
70% e esterilizada por radiacdo ultravioleta durante 20 minutos, 40 tiras de papel de
aproximadamente 2cm x 0,5cm, previamente autoclavadas em placa de Petri, foram inseridas
em Erlenmeyer de 125 mL contendo a 50 mL da suspensdo bacteriana completamente
esporulada. As tiras de papel permaneceram imersas na suspensao bacteriana por 30 minutos.
Apos esse periodo, com auxilio de uma pinga estéril os papéis foram retirados do Erlenmeyer e
distribuidos em placas de Petri previamente autoclavadas. A pinga foi flambada sempre que
necessario e utilizou-se apenas uma para cada estirpe. As placas de Petri contendo as pequenas
tiras foram deixadas na mesma camara de fluxo laminar em temperatura ambiente até a
completa secagem das tiras, que demandou aproximadamente cinco horas. Posteriomente, com
auxilio das pingas autoclavadas e flambadas, as pequenas tiras foram armazenadas em tubos

plasticos criogénicos estéreis. Para cada estirpe isolada foram armazenados dez tubos
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criogénicos, contendo quatro tiras de papel filtro cada (Figura 2). Os tubos foram devidamente
identificados por etiquetas impressas contendo o nome e a data de armazenamento (Monnerat

et al., 2020).

Figura 2. Armazenamento das estirpes inoculadas em papel filtro

Identificacdo dos isolados de Bacillus

As estirpes isoladas foram primeiramente caracterizadas morfologicamente por meio de
microscopia de contraste de fases e ao final de seu isolamento foram identificadas em nivel de
espécie por meio da técnica dareacdo em cadeia da polimerase (rt-PCR). Um dos isolados, que

melhor controlou as pragas agricolas foi encaminhado para sequenciamento.

Para a realizagdo da rt-PCR, inicialmente cada estirpe isolada foi cultivada durante 12h.
Para isso, em camara de fluxo laminar, previamente limpa com alcool 70% e esterilizada em
radiagdo ultravioleta durante 20 minutos, o papel filtro de cada estirpe isolada foi inoculada em
meio Embrapa solido e as placas foram vedadas com filme de PVC e incubadas em estufa a 30

°C por 12h.

No dia seguinte, em camara de fluxo laminar Bioseg do Grupo Veco, as colonias foram
coletadas com auxilio de alga de plastico estéril calibrada (10 pL) e o material de cada placa foi
dividido em dois tubos de polipropileno de 1,5 mL e adicionados a 200 puL de tampao de
extragdo 1x e 4 uL de lisozima (25mg mL-!) que ajuda na quebra das membranas da bactéria.
Os tubos foram agitados em placa agitadora Labnet modelo GyroMini Nutating Mixer por
aproximadamente trés horas ¢ em seguida colocados em banho maria digital da SolidSteel a
60°C durante 10 minutos. Apds esfriar, foram adicionados 500 uL de etanol 100% em cada
tubo e o DNA precipitado em alcool foi coletado com o auxilio de pipeta Pasteur e adicionado

em novo tubo plastico (Figura 3).
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Figura 3. Precipitacio de DNA em etanol.

O material genético coletado passou por outras duas lavagens, por meio da adicdo de
500 uL de etanol 70% e centrifugacdo (centrifuga de modelo Rotanta 460R da Hettich
Zentrifugen) por 5 minutos a 11.500 rpm em temperatura abaixo de 10°C. Por fim, o pellet
decantado foi colocado para secar durante 1 hora sobre a bancada previamente limpa com alcool
70% e forrada com papel toalha. Posteriormente, foram adicionados 2 pL de RNase e 100 uL.
de tampao TE 0,1x em cada tubo e as amostras foram armazenadas em geladeira em temperatura

abaixo de 5°C até a realizagdo da rt-PCR.

Para finalizar essa etapa, ocorreu a quantificacdo do DNA, utilizando-se 200 pL de
Quantifluor e 2 pL. de cada amostra de DNA extraida, esse material foi quantificado pelo
aparelho Quantus™ Fluorometer. Apds a quantificacdo, a amostra de DNA extraida foi diluida
com auxilio de 4gua destilada autoclavada a uma concentra¢do de 10 pL mL-! em um volume
de 20 pL. O DNA diluido na concentragdo de 10 pL mL-! foi posteriormente utilizado na

realizacdo do rt-PCR.

Em cabine exclusiva para preparo das reagdes de PCR da Hoefer™, modelo PCR
Workstation 1000, previamente esterilizada em radiagdo ultravioleta durante 20 minutos, foram
adicionados a placa contendo 96 pocos os seguintes componentes: 1 pL do DNA extraido de

cada estirpe, 1 uLL do controle positivo da espécie testada e os demais reagentes do kit GoTaq

qPCR Master Mix, conforme as concentragdes indicadas no manual do fabricante.

O rt-PCR ocorreu no equipamento Step OnePlus™ System da Applied Biosystems
(PLUS; MANUAL, 2006) por meio de ciclos alternados de temperatura. Inicialmente, o sistema
foi programado para ciclo inicial de 95°C por 20 segundos, em seguida foram 40 ciclos de 95°C
por 3 segundos e 60+ 2°C por 30 segundos, conforme os primers utilizados. Seguidamente,
uma rampa de temperatura, em modo step and hold, de 60+ 2°C a 95°C por 15 segundos. Por

fim, para a formagdo da curva de melting programou-se um gradiente de temperatura de 60°C
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por um minuto e em seguida 95°C por 15 segundos (Rocha, 2022). A identificacdo das espécies
ocorreu por meio da comparagdo da curva de melting do controle positivo com a estirpe que

buscava ser identificada.

E importante ressaltar que a metodologia para desenho, padronizacio, confecgdo e
validagdo dos iniciadores, assim como a sequéncia de cada um deles estdo descritas em Rocha
(2022). Para a identificagdo das espécies por meio de rt-PCR os iniciadores, ou primers,
utilizados na reacdo visavam identificar as seguintes espécies: Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus atrophaeus, Bacillus aryabhattai, Bacillus licheniformis, Bacillus luti, Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus methylotrophicus, Bacillus pumilus, Bacillus safensis,
Bacillus subtilis, Bacillus toyonensis, Bacillus tropicus, Bacillus thuringiensis, Brevibacillus

laterosporus. Lysinibacillus sphaericus.

Alguns dos isolados que apresentaram toxicidade superior a 70% as pragas agricolas
foram encaminhados para sequenciamento. Para isso, o material genético desses isolados foi
extraido e enviado pelo correio para a empresa GoGenetic (Parand, Brasil) e, apenas um dos

isolados, para a Macrogen (Coréia do Sul).

Bioensaio seletivos dos isolados de Bacillus

A avaliagdo da toxicidade de cada estirpe isolada se deu por meio da realizagdo de
ensaios de toxicidade que permitiram o contato da espécie bacteriana com as pragas agricolas.
De maneira geral, os ensaios ocorrem por meio da imersdo, contato direto ou confronto da praga
com a estirpe isolada. Para isso, nos ensaios com insetos foi formulada uma dieta para
alimentagdo do inseto, conforme suas preferéncias. Para a realizagdo dos ensaios de toxicidade
com fungos fitopatogénicos, a estirpe bacteriana isolada entrou em confronto direto com o
fungo em placa de Petri contendo meio Embrapa solido adicionado a meio Luria Bertani — LB
(Sezonov; Joseleau-Petit; D’ari, 2007). A toxicidade deste microrganismo foi estimada a partir
da porcentagem de mortalidade dos insetos ou a partir da anélise visual do confronto direto
entre as estirpes bacterianas isoladas e os fungos fitopatogénicos atingidas at¢ o momento

avaliacdo do ensaio, que varia conforme cada espécie de praga.
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Preparo das estirpes para realizacio dos ensaios seletivos de toxicidade.

Os ensaios seletivos foram realizados com uma aliquota da suspensdo bacteriana. Para
isso foi preciso inocular os isolados, previamente armazenados no papel filtro, em meio
Embrapa liquido em incubador rotativo a 2842 °C sob agitagdo continua de 200rpm por 72h.

para seu completo desenvolvimento (Monnerat et al., 2020).

Em cimara de fluxo laminar, previamente limpa com dalcool 70% e esterilizada em
radiagdo ultravioleta por 20 minutos, os tubos criogénicos foram abertos e as pequenas tiras de
papel filtro foram inseridas em Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio Embrapa
liquido, previamente autoclavado. O frasco de vidro foi tampado com rolha, vedado com
plastico filme e levado ao incubador rotativo a 28+2 °C sob agitagdo continua de 200rpm por
72h. Apos esse periodo, foi realizada microscopia das amostras para a identificacdo de pureza
ou possiveis contaminagdes e, entdo, a suspensao bacteriana estava pronta para ser dividida em

aliquotas e encaminhada para a realizacdo dos ensaios de toxicidade.

Novamente, sob camara de fluxo laminar Bioseg do Grupo Veco, previamente limpa
com alcool 70% e esterilizada em radiagdo ultravioleta por 20 minutos, a suspensdo bacteriana
de cada estirpe isolada foi dividida em aliquotas conforme o volume demandado para realizagao
de cada ensaio. Por exemplo, os ensaios de lagartas demandaram apenas 1 mL de suspensdo
bacteriana, entretanto, os ensaios de bicudo demandaram 10 mL de suspensdo bacteriana para
ser realizado, conforme detalhamento apresentado para cada praga avaliada. Apds a divisdo da
suspensao bacteriana em aliquotas, as aliquotas foram armazenadas em congelador até a

realizacdo do ensaio.

As aliquotas de suspensao bacteriana nao apresentam uma concentragao especifica e as
quantidades utilizadas nos ensaios de toxicidade seguiram metodologias ja registradas na
literatura para os insetos praga A. grandis (Martins et al., 2005) C. Includens, S. frugiperda
(Monnerat et al., 2020) e E. heros (Stefanello, 2021) e aos fungos fitopatogénicos F. oxysporum
e S. sclerotiorum (Montalvdo et al., 2021). E importante ressaltar que as quantidades definidas
sdo padronizadas para ensaios de sele¢do qualitativa, como um primeiro pardmetro de seleco.
Caso o isolado ndo apresente toxicidade significativa nesse primeiro ensaio, provavelmente nao

apresentara viabilidade para desenvolvimento de produto inseticida.
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Procedéncia dos insetos e fungos

Todos os insetos usados nos ensaios foram provenientes do setor de criagdo da propria
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Plataforma de Criacdo de Plantas e Insetos
(PCIP). Os individuos foram criados em condigdes controladas e sob alimentacdo em dietas
artificiais descritas por Shmidt et al. (2001), salvo os percevejos que sdo criados sob
alimentacdo em dieta natural a base de vagens, sementes e folhas de boldo (Silva et al.,2008).
Os fungos fitopatogénicos foram fornecidos pelo Laboratério de Fitopatologia da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Bicudo do algodoeiro: Anthonomus grandis

O ensaio com o bicudo do algodoeiro seguiu o protocolo descrito em Martins et al.
(2005) e consistiu na alocacao da larva neonata do inseto em dieta articial que contém em sua
composicao a estirpe bacteriana e posterior avaliagdo da mortalidade. A toxicidade da estirpe ¢

diretamente proporcional a mortalidade do inseto praga ao final do ensaio.

Inicialmente foi feito o preparo da dieta. Para isso, os ingredientes autoclavaveis da dieta
(Tabela 2) foram pesados dentro dos béckeres e adicionados a agua destilada. No tratamento
controle foram iadicionados 40 mL de 4gua destilada e nos demais tratamentos foram
adicionados 30 mL de 4agua. Cada bécker de plastico armazenou o material de uma unica dieta.
Os béckeres foram tampados com papel aluminio, vedados com plastico filme e levados para
autoclavagem com os demais utensilios utilizados na realizagdo do ensaio, como placas de Petri,

espatulas, ponteiras e pincéis.

Tabela 2: Ingredientes autoclavaveis e ndo autoclavaveis utilizados para dieta de A.
grandis.

DIETA Anthonomus grandis

Ingredientes Quantidade
Agar 0,89
Levedo de cerveja 1,29
Proteina da soja 2,09
Gérmem de trigo 1,29
Pharmamédia 0,89
Ingredientes ndo autoclavaveis
Acido ascérbico 0,05g
Acido sorbico 0,49
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Acucar 1,29

Nipagin 0,049
Sais minerais 0,29

Em camara de fluxo laminar, Bioseg - Grupo Veco, anteriormente higienizada com
alcool 70% e esterelizada com radia¢do ultravioleta durante 20 minutos, foram adicionados a
dieta recém autoclavada os demais componentes: 200 puL de solucao vitaminica, os ingredientes
ndo autoclavaveis (Tabela 2) e uma aliquota de 10 mL da suspensdo bacteriana. Com auxilio
de uma espatula previamente autoclavada, os ingredientes foram homogenizados e a dieta foi

vertida em placas de Petri previamente esterelizadas.

ApoOs a secagem da dieta nas platas, as dietas foram divididas em quatro quadrantes e
foram feitos 15 orificios em cada um deles. Com auxilio de um pincel e sob aumento de
microrscopio estereoscopio (lupa) foi alocada uma larva neonata da praga proxima ao segundo
instar em cada orificio (Figura 4). A mortalidade larval foi avaliada apds sete dias a partir da
contagem dos insetos mortos (Monnerat et al., 2000; Praca et al., 2004). Salvo a pesagem dos
ingredientes e a autoclavagem do material, o ensaio foi inteiramente realizado em camara de

fluxo laminar.

Figura 4. Etapas do ensaio de bicudo do algodoeiro. A: Inseto praga imaturo. B: Dieta vertida
e separada em quadrantes com orificios para a alocagdo das larvas. C: Leitura do ensaio apos 7

dias.
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Lagartas: Chrysodeixis includens e Spodoptera frugiperda

A metodologia de ensaios seletivos para lagartas estd descrita em Monnerat et al.
(2020) e consiste na interagdo direta da larva, proxima ao segundo instar, com a estirpe isolada.
Os ensaios foram feitos da mesma forma para as diferentes espécies, divergindo apenas quanto
aos ingredientes da dieta de cada uma delas. Foram feitas duas dietas diferentes, para cada
espécie. A primeira, denominada dieta 1, foi vertida em placas com 24 células, onde as lagartas
permanecem nas primeiras 48h até a primeira avaliagdo. A segunda, denominada dieta 2, ¢
cortada em cubos e distribuida em copos de plastico, onde as lagartas que sobreviveram a
primeira avaliagdo permanecem até a segunda avaliagdo de mortalidade. Os ingredientes de

cada dieta artificial variam conforme a espécie de lagarta e estdo descritos na Tabela 3 ¢ 4.

Tabela 3: Ingredientes da dieta 1 das lagartas C. includens ¢ S. frugiperda.

DIETA 1
Spodoptera frugiperda Chrysodeixis includens
Ingredientes Quantidade Ingredientes Quantidade
Feijdo cru triturado 34,239 Feijdo branco cru triturado 18,759
Levedo de cerveja 10,32g Gérmen de trigo 159
Gérmen de trigo 16,59 Farelo de soja 7,59
Agar 4,149 Leite integral em pé 7,59
Agua destilada 375 ml Levedura de cerveja 94g
Ingredientes ndo autoclavaveis Agar 7,59
Acido ascérbico 1,049 Agua destilada 3509
Ingredientes ndo autoclavaveis
Acido ascorbico 0,99
Solucédo vitaminica 2,8 ml
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Tabela 4: Ingredientes da dieta 2 das lagartas C. includens e S. frugiperda.

DIETA 2
Spodoptera frugiperda Chrysodeixis includens
Ingredientes Quantidade Ingredientes Quantidade
Feijao cru triturado 165¢g Feijdo branco cru triturado 75¢
Levedo de cerveja 50,5¢ Gérmen de trigo 60g
Gérmen de trigo 79,29 Farelo de soja 309
Agar 30g Leite integral em po 30g
Agua destilada 1200ml Levedura de cerveja 37,59
Ingredientes ndo autoclavaveis Agar 30g
Acido ascorbico 5,29 Agua destilada 1200m|
Acido s6rbico 1,29 Ingredientes ndo autoclavaveis
Nipagin 1,29 Acido ascdrbico 3,59
Formol 10% 10,5ml Acido sérbico 1,8¢
Nipagin 39
Formol 36,5 - 38% 3,6ml
Solugdo vitaminica 9ml

Para a realizacdo do ensaio, inicialmente, os ingredientes secos das duas dietas foram
pesados em béckeres de plastico, adicionados a 375 mL de 4gua destilada cada e apos
devidadamente tampados com papel aluminio e vedados com plastico filme foram levados para
a autoclavagem (atingindo temperatura acima de 120°C durante 20 minutos) com os demais

utensilios utilizados no ensaio.

Em camara de fluxo laminar, Labconco modelo 3621, previamente limpa com alcool
70%, as placas de plastico contendo 24 células e suas respectivas tampas foram distribuidas e
esterelizadas em radiagdo ultravioleta durante 20 minutos, enquanto as dietas e os demais
materiais foram autoclavados. Ao finalizar a autoclavagem, os ingredientes ndo autoclavaveis
foram adicionados nas dietas ainda quentes (aproximadamente 50 °C). Com auxilio de bécker
estéril, a dieta 1 foi vertida nas placas de 24 células. Por outro lado, a “Dieta 2” foi vertida em
recipiente de plastico e apos resfriada foi armazenada em geladeira at¢ o momento de sua

utilizacao.
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Apos a secagem e endurecimento da dieta 1 foi adicionada uma aliquota de 35uL da
suspensdo bacteriana em cada uma das 24 células. As placas permaneceram no fluxo durante
30 minutos para secagem da suspensdo bacteriana e em seguida foi colocada uma lagarta da
espécie praga proxima ao segundo instar, em cada uma das células. Cada placa ¢ referente ao
ensaio de uma Unica estirpe para uma unica espécie do inseto, contendo 24 repeticdes (Figura

5).

Figura 5. Dieta 1 sendo vertida para ensaio com lepidopteras e placas prontas que foram

levadas para a sala de crescimento.

A primeira avaliagdo da mortalidade foi realizada 48h apds o contato dos insetos com a
suspensao bacteriana e os insetos ainda vivos foram transferidos para copos de poliestireno de
50 mL contendo cubos da dieta 2, sem adi¢do de suspensdo bacteriana, para avaliar o efeito
cronico da estirpe isolada. Apds 7 dias do inicio do ensaio foi feita a segunda avaliacdo de

mortalidade por meio da contagem dos insetos ainda vivos (Figura 6).

Figura 6. Copos de poliestireno com dieta 2 em sala de crescimento.
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Percevejo: Euschistus heros

A metodologia do ensaio seletivo de percevejo estd descrita em Stefanello (2021). Para
a realizacdo do ensaio, dez insetos da espécie E. heros, proximos ao segundo instar, foram
alocados em placa de cultivo celular contendo algoddo umedecido com a suspensio bacteriana
e a dieta do inseto. A avaliagdo e a contagem dos insetos foi realizada trés vezes ao longo do
ensaio, a cada 48h. A toxicidade das estirpes ¢ diretamente proporcional a mortalidade do

inseto.

O ensaio inicia-se com o preparo da dieta do inseto. Todos os ingredientes (Tabela 5)
foram pesados, moidos separadamente e posteriormente misturados até formar uma massa
homogénea. A massa da dieta foi cortada de forma padronizada em pedagos de 1 cm x 1,5 cm
x 0,5 cm e levada para secagem em estufa a 60°C durante 4h. Em seguida, a dieta foi colocada

em potes plastico e armazenada em geladeira.

Tabela 5: Ingredientes da dieta de E. heros para alimentagdo do inseto.

Ingredientes Quantidade ()

Amendoim 35
Sacarose 5
Vagens de feijao 30
Sementes de soja 10
Sementes de girassol 10
Gérmem de trigo 10
Nipagim 1
Acido ascorbico 0,4

As placas de cultivo celular da marca TPP, contendo 9 cm de didmetro e dois pogos em
seu interior, tiveram seu fundo revestido por papel filtro e foram levadas para esterilizagdo em
radiacdo ultravioleta por 20 minutos em cadmara de fluxo laminar, Labconco modelo 36213,
previamente limpa com alcool 70%. Apos esse periodo, em um dos pogos de cada placa foi

alocado um disco de algoddo previamente autoclavado e umedecido com agua destilada
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autoclavada para facilitar seu manuseio e no outro foi adicionado um pedaco da dieta do inseto.

As placas ficaram mais 20 minutos em radiagdo ultravioleta em camara de fluxo laminar.

O algodao foi umedecido com 1 mL de &gua no tratamento controle ¢ 1 mL da
suspensdao bacteriana nos demais tratamentos. Dez percevejos, proximos ao segundo instar,
foram adicionados em cada placa. As placas foram armazenadas em sala climatizada a
temperatura de 25+3°C e fotoperiodo de 14 horas. Foram feitas trés avaliacdes de mortalidade
a cada 48h. Na primeira e na segunda avaliacdo o algoddo de cada placa foi umedecido
novamente com 1 mL de 4gua autoclavada, no tratamento controle, ¢ 1 mL da suspensdo
bacteriana nos demais tratamentos. O ensaio foi realizado em triplicata, ou seja, utilizou-se trés

repeticdes para cada estirpe.

Fungos Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum

O ensaio com espécies de fungos fitopatogénicos estd descrito em Montalvao et al.
(2021) e consiste no confronto direto entre a estirpe bacteriana e o fungo em meio Embrapa
solido adicionado a meio Luria Bertani — LB (Sezonov; Joseleau-Petit; D’ari, 2007). Para isso,
iniciou-se o ensaio com o preparo do meio, que foi vertido em placas de Petri de plastico,
vedadas com filme PVC e levadas a estufa por 72h a fim de evitar a utilizacdo de placas

contaminadas no ensaio.

Para serem utilizados nos bioensaios os fungos F. oxysporum e S. sclerotiorum foram
inoculados em meio LB para crescimento por determinado tempo, de acordo com a espécies do
patogeno, F. oxysporum pelo tempo médio de 7 dias para crescimento e S. sclerotiorum
demandou em média 3 dias para crescimento. Apds o crecimento, o meio sélido contendo o
fungo foi cortado em discos de 1 cm de didmetro com o auxilio de uma ponteira autoclavada

de 1000 pL.

Em cémara de fluxo laminar, previamente limpa com &lcool 70% e esterilizada com
radiagdo ultravioleta durante 20 minutos, um disco de 1 cm de didametro colonizado com o fungo
foi alocado no centro da placa e uma aliquota de 80puL da suspensdo bacteriana foi dividida em
quatro pontos nas extremidades da placa (20 pL em cada ponto). Para S. sclerotiorum a leitura
foi feita apos 3 dias e para F. oxysporum apds 7 dias. A toxicidade foi analisada a partir da
comparagdo entre o crescimento da praga e da estirpe (Figura 7), observando se um deles foi

capaz de inibir o crescimentos do outro. A toxicidade da estirpe ao fungo foi definida por meio
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de andlise visual entre o crescimento do fungo e da estirpe bacteriana utilizando o trabalho de

Montalvao et al. (2021) como referéncia.

Figura 7: Exemplo de andlise visual da toxicidade da estirpe bacteriana em confronto direto
com os fungos fitopatogénicos. A: o isolado bacteriano apresentou 0% de toxicidade ao fungo.
B: o isolado bacteriano apresentou 50% de toxicidade ao fungo. C: o isolado bacteriano

apresentou 75% de toxicidade ao fungo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Coleta e isolamento

Foram realizadas duas etapas de coleta e isolamento. Na Etapa 1, das cinco espécies
vegetais coletadas em que o solo da rizosfera foi coletado, foram isoladas um total de 40
estirpes, sendo 7 isoladas de Melininis repens; 10 de Paspalum notatum; 7 de Eugenia uniflora;
7 de Tradescantia pallida purpure e 9 de Mangifera indica. As espécies apresentaram

aproximadamente o mesmo numero de isolados (Tabela 6) e porcentagem semelhante (Figura

8) de estirpes de Bacillus isoladas.
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Tabela 6. Numero de estirpe de Bacillus isoladas da rizosfera de diferentes espécies vegetais

na etapa 1 de isolamentos

Numero de isolados por espécie

Espécie Quant.
Melininis repens 7
Paspalum notatum 10
Eugenia uniflora 7
Tradescantia pallida purpure 7
Mangifera indica 9
TOTAL 40

= Melininis repens

Paspalum notatum
= Eugenia uniflora
= Tradescantia pallida purpudre

= Mangifera indica

Figura 8. Porcentagem de estirpes de Bacillus isoladas da rizosfera de diferentes espécies

vegetais na etapa 1 de isolamento.

Na Etapa 2, dentre as espécies de gramineas coletadas foram isoladas um total de 23

estirpes distintas, sendo 9 provenientes de P. notatum; 9 de Z. japonica e 5 de A. compressus

(Tabela 7). Como demonstrado na Figura 9, obteve-se 39% do total de isolados provenientes

da espécie P. notatum, 39% de Z. japonica e 22% de A. compressus.
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Tabela 7. Numero de estirpe de Bacillus isoladas da rizosfera de diferentes espécies vegetais

na etapa 2 de isolamentos.

Numero de isolados por espécie

Espécie Quant.
Paspalum notatum 9
Zoysia japonica 9
Axonopus compressus 5
TOTAL 23

B Paspalum notatum
Zoysia japonica
H AXONopus compressus
Figura 9. Porcentagem de estirpes de Bacillus isoladas darizosfera diferentes espécies vegetais

na etapa 2 de isolamento.

A presenca de Bacillus na rizosfera das plantas ¢ influenciada por uma série de fatores
ambientais como variacdo de temperatura, pH, luz e composi¢do nutricional fornecida pelos

exsudados da planta (Santoyo et al., 2017).

Muitos trabalhos recentes abordam o isolamento de espécies do género Bacillus provenientes
da rizosfera de diversas espécies botanicas. Contudo, é mais frequente o isolamento de Bacillus
primordialmente da rizosfera de espécies comerciais como trigo, algoddo, soja, cacau e
principalmente tomate (Azaroual et al., 2020; Chen et al., 2021; Kalam; Basu; Podile, 2020;
Karthika; Midhun; Jisha, 2020; Koua et al., 2020; Prajakta et al., 2019; Zhou; Song; Kuipers,
2021). A grande maioria destas pesquisas teve por objetivo avaliar o potencial das espécies
bacterianas na promogao do crescimento de plantas, por meio da avaliagdo da produgado de acido
indolacético, solubilizagdo de fosfatos, fixacdo de nitrogénico (Azaroual et al., 2020; Huang et

al., 2019; Kalam; Basu; Podile, 2020; Koua et al., 2020; Montoya Cota; Villalobos, 2019; Zhao
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et al., 2014; ) e controle de fungos fitopatogénicos (Cheng et al., 2019; Han et al., 2019; Lu et
al., 2021; Sharma et al., 2019).

Ademais, muitos trabalhos publicados relatam o isolamento de microrganismos da
rizosfera de espécies botanicas que sobrevivem em condi¢des de estresse hidrico, a fim de
entender a microbiota que auxilia na sobrevivéncia da planta. Nesses trabalhos descreve-se o
isolamento de espécies tais como Priestia megaterium, Bacillus tequilensis, Priestia
aryabhattai e Bacillus xiamenensis (Abdelmoteleb; Gonzalez-Mendoza, 2020; Haroon, et al.,

2021; Lu et al., 2021).

Diante disso, o presente trabalho apresenta uma perspectiva inovadora ao prospectar
estirpes de Bacillus 1isoladas da regido rizosférica de espécies pouco exploradas
comercialmente. Além disso, o estudo da toxicidade desses isolados a pragas agricolas também
pode ser considerado inovador, dado que a grande maioria dos estudos anteriores visavam
prospectar estirpes dessa regido para aplicar na promoc¢ao do crescimento de plantas e no

controle de fitopatogenos.

Toxicidade dos isolados as pragas agricolas

A identificagdo das estirpes referente as Etapa 1 e 2 de isolamento e porcentagem de
mortalidade para cada um dos alvos testados estdo compilados nas tabelas abaixo (Tabela 8 e

Tabela 9).
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Tabela 8. Identificagdo dos isolados de Bacillus prospectados na etapa 1 de isolamento e sua
respectiva toxicidade as pragas agricolas selecionadas. Estdo identificados por Na* os valores

ndo avaliados.

Toxicidade Etapa 1

Porcentagem de Mortalidade de cada praga (%)

Isolado ldentificagdo da Espécie A.grandis grandis  S. frugiperda C. includens E. heros S. sclerotiorum  F. oxysporum
S2914 Bacillus sp. 33 17 29 3 0 0
S2915 Bacillus amyloliquefaciens 67 79 92 40 75 75
S2916 Bacillus sp. 52 38 58 60 0 0
S2917 Bacillus pumilus 43 63 67 63 50 0
S2918 Bacillus sp. 45 25 38 53 0 0
S2919 Bacillus pumilus 72 67 17 53 0 0
S2920 Bacillus sp. 60 71 46 33 0 0
S2921 Bacillus sp. 35 33 17 30 0 0
S2922 Bacillus mycoides 67 29 33 7 0 0
S2923 Bacillus sp. Na* 88 33 7 0 0
S2924 Bacillus sp. 55 25 42 35 0 0
S2925 Bacillus sp. 53 42 33 37 0 0
S2926 Bacillus sp. Na* 21 4 43 0 0
S2927 Bacillus sp. 70 17 4 53 0 0
S2928 Bacillus sp. 65 29 21 50 0 0
S2929 Bacillus toyonensis 72 29 54 33 0 0
S2930 Bacillus toyonensis 70 40 29 63 0 0
S2931 Bacillus sp. 43 38 33 77 0 50
S2932 Bacillus toyonensis 57 54 17 50 0 25
S2933 Bacillus nitratireducens 50 58 25 53 0 25
S2934 Bacillus toyonensis 48 42 42 83 0 50
S2935 Bacillus sp. 28 42 17 77 0 25
S2936 Prestia megaterium 37 25 42 50 0 0
S2937 Priestia megaterium 37 58 38 93 50 25
S2938 Bacillus thuringiensis 42 50 33 83 25 25
S2939 Bacillus thuringiensis 42 58 38 93 75 25
S2940 Bacillus thuringiensis 50 83 29 87 0 50
S2941 Bacillus sp. 40 67 46 47 0 0
S2942 Bacillus pumilus 67 50 54 80 0 50
S2943 Bacillus sp. 43 25 25 53 0 50
S2944  Bacillus subtilis 50 88 46 77 0 25
S2945 Bacillus cereus 62 33 29 17 0
S2946 Bacillus cereus 40 25 46 60 0
S2947 Bacillus cereus 53 75 25 10 0 25
S2948 Bacillus cereus 52 17 38 7 0 0
S2949 Bacillus sp. 57 33 50 10 0 25
S2950 Bacillus cereus 42 33 38 7 0 25
S2951 Bacillus cereus 52 17 50 13 0 0
S2952 Bacillus sp. Na* 29 54 57 0 25
S2953 Bacillus sp. Na* 29 50 3 0 25
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Tabela 9. Identificagdo dos isolados de Bacillus prospectados na etapa 2 de isolamento e sua

respectiva toxicidade as pragas agricolas selecionadas.

Toxicidade Etapa 2

Porcentagem de Mortalidade de cada praga (%)

Isolado Identificagdo da Espécie A. grandis grandis  S. frugiperda C. includens E. heros S. sclerotiorum  F. oxysporum
S2954 Bacillus thuringiensis 70 100 83 40 0 0
S2955 Bacillus thuringiensis 67 96 46 30 0 0
S2956 Bacillus toyonensis 55 33 29 43 0 0
S2957 Bacillus sp. 53 54 79 43 0 0
S2958 Bacillus toyonensis 57 33 38 13 0 0
S2959 Bacillus thuringiensis 72 88 58 87 0 0
$2960 Bacillus sp. 62 75 42 87 0 0
S2961 Bacillus cereus sensu lato 100 96 50 93 0 0
S2962 Bacillus sp. 70 79 29 53 0 0
S2963 Bacillus sp. 73 42 63 50 0 0
S2964 Bacillus sp. 53 25 33 43 0 0
S2965 Bacillus luti 82 63 63 50 0 0
S2966 Bacillus thuringiensis 55 14 21 87 0 0
S2967 Bacillus sp. 48 12 75 30 0 0
S2968 Bacillus sp. 62 14 46 10 0 75
S2969 Bacillus sp. 50 20 63 3 0 25
S2970 Bacillus sp. 37 17 71 10 0 25
S2971 Bacillus sp. 67 18 29 3 0 25
S2972 Bacillus sp. 45 19 50 50 0 25
S2973 Bacillus sp. 57 20 38 23 0 0
S2974 Bacillus sp. 67 20 83 7 0 25
S2975 Bacillus sp. 48 23 79 27 0 50
$2976 Bacillus sp. 65 19 33 10 0 25

Conforme as Tabelas 8 ¢ 9, destaca-se o potencial das espécies: B. cereus sensu lato
(S2961) com toxicidade de 100% a A. grandis; B. amyloliquefaciens (S2915) com toxicidade
de 92% a C. includens; B. thuringiensis (S2954) com toxicidade de 100% a S. fiugiperda; B.
cereus sensu lato (S2961) com toxicidade de 93% a E. heros e B. amyloliquefaciens (S2915)

com toxicidade de 75% aos fungos fitopatogénicos F. oxysporum e S. sclerotiorum.

A toxicidade das estirpes de B. thuringiensis (S2954) a diferentes pragas ja foi descrita
na literatura. Uma diversidade de trabalhos evidenciam a toxicidade de Bacillus thuringiensis
ainsetos da ordem Lepdoptera, especialmenta S. frugiperda (Monnerat et al., 2007; Polanczyk;
Silva; Fiuza, 2000).

A respeito da toxicidade de B. amyloliquefaciens (S2915) aos lepdopteros S. frugiperda
e fungos fitopatogénicos F. oxysporum e S. sclerotiorum. ja foi relatado o potencial pesticida

dessa espécie de Bacillus a essas pragas, corroborando o resultado apresentado no presente
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trabalho (Hatem et al., 2017; Khedheret al., 2017; Rocha et al., 2023; Vitullo et al., 2012; Zhao
et al., 2014).

Por fim, encontra-se na literatura relatos da toxicidade de espécies pertencentes ao grupo
B. cereus sensu lato (S2961) e sua toxicidade as ordens Coleoptera e Hemiptera. Contudo, tem-
se poucos registros na literatura da toxicidade de espécies pertencentes ao grupo B. cereus sensu
lato as pragas A. grandis (Ferreira, 2020) e E. heros. Diante disso, o presente trabalho contribui
com uma informag¢ao Unica e permite o posterior desenvolvimeto de tecnologias inseticidas com
espécie B. cereus sensu lato. Para isso, € preciso, por meio de estudos posteriores, identificar

0s genes presentes na espécie que confere toxicidade.

Avaliacao da Patogenicidade dos demais isolados de Bacillus

No Grafico 1 estd representada a porcentagem de isolados prospectados que

apresentaram toxicidade superior a 70% nos ensaios de toxicidade, totalizando 28 isolados que
demonstram toxicidade as pragas. Muitos trabalhos de prospec¢dao de estirpes consideram

toxicidade igual ou superior a 50% de mortalidade (Martins et al., 2005; Praca et al., 2004).

A. grandis 10%

C. includens 10%

S. frugiperda 16%

E. heros 19%

Pragas agricolas selecionadas

F. oxysporum 3%
S. sclerotiorum 3%
Porcentagem de estirpes com toxicidade acima de 70%

Grifico 1. Porcentagem de estirpes prospectadas em ambas as etapas de isolamento que, apos
a realizacdo dos ensaios de toxicidade, apresentaram toxicidade superior a 70% as pragas

agricolas selecionadas.
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Dentre os demais isolados que se destacaram, as seguintes espécies apresentaram
toxicidade superior a 70%: B. lutti (S2965), B. pumilus (S2942) e Bacillus toyonensis (S2929 e
S2930) apresentaram toxicidade a A. grandis; B. amyloliquefaciens (S2915) apresentou
toxicidade a C. includens e S. frugiperda,; e a espécie pertencente ao grupo B. cereus sensu lato

(S2961) apresentou toxicidade a E. heros.

Nao se tem relatos na literatura a respeito das espécies B. lutti (S2965), B. pumilus
(S2942) e B. toyonensis (52929 e S2930) no controle de A. grandis. Apesar dos isolados nao
terem apresentado 100% de toxicidade ao bicudo do algodoeiro, 70% de mortalidade ¢ um valor
consideravel e indica potencial do isolado no controle deste inseto praga. Pode ser que este
isolado esteja expressando de forma pouco significativa o gene que lhe confere caracteristica

entomopatogénica.

Identificacao das espécies de Bacillus

Os isolados foram inicialmente identificados por meio da técnica rt-PCR. Contudo, uma
parcela significativa das estirpes isoladas nao foi identificada (70% dos isolados) por nenhum
dos primes de espécies de Bacillus utilizados na reacdo de rt-PCR. Esses isolados ndo

identificados foram denominados por “Bacillus sp.”

Posteriormente, 13 (21% do total de isolados) dentre as 63 estirpes isoladas, que ndo
foram identificadas por meio da técnica de rt-PCR, foram enviadas para sequenciamento pela
empresa GoGenetic. As estirpes foram escolhidas devido a sua toxicidade superior as demais
no controle de pragas agricolas. A Tabela 10 apresenta o resultado do sequenciamento das

estirpes selecionadas.
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Tabela 10. Identificacdo das estirpes de Bacillus prospectadas em ambas as etapas de

isolamento e submetidas a testes de toxicidade com diferentes pragas agricolas que foram

enviadas para sequenciamento na empresa GoGenetic.

Sequenciamento GoGenetic

Identificacdo da amostra lIsolado lIdentificacdo da espécie Espécie botanica

G0012938
G0012939
G0012940
G0012941
G0012942
G0012943
G0012944
G0012945
G0012946
G0012947
G0012948
G0012949
G0012950

52940
S2933
S2955
S2961
S2938
S2936
S2966
S2944
S2937
S2942
S2939
S2959
52954

B. thuringiensis
B. nitratireducens
B. thuringiensis
B. thuringiensis
B. thuringiensis
P. megaterium
B. thuringiensis
B. subtilis
P. megaterium
B. pumilus
B. thuringiensis
B. thuringiensis
B. thuringiensis

P. notatum

M. indica

Z. japonica

P. notatum

P. notatum

M. indica

Z. japonica
M. indica

M. indica

T. p. purplrea
P. notatum

A. compressus
P. notatum

Dentre as estirpes sequenciadas oito foram idetificadas como B. thuringiensis; duas

como Priestia megaterium, uma como B. subtilis € uma como B. pumilus. Esse resultado

demonstra a ocorréncia primordialmente de B. thuringiensis dentre os isolados. Mesmo com a

utilizagdo de primer para identificagdo de B. thuringiensis no rt-PCR, muitas estirpes ndo foram

identificadas como B. thuringiensis por meio da técnica, muito provavelme isso ocorreu devido

a ineficacia do primer utilizado na reagdo de rt-PCR ou devido a técnica de sequenciamento da

enpresa.

Para realizar a identificacdo das espécies, a empresa GoGenetic utilizou a técnica de

identidade de nucleotidea média (ANI) utilizando o programa Fast Ani. A técnica baseia-se na

comparagao de genomas completos ou parciais estabelecendo porcentagem de semelhanca entre

eles. Sdo considerados pertencentes a mesmas espécie genomas com ANI superior a 95%.
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das estirpes de Bacillus prospectadas da rizosfera que

na empresa GoGenetic e foram identificadas com

genoma de referéncia.

A Figura 10 apresenta a porcentagem de semelhanca das espécies identificadas com o
genoma de referéncia. Todas as espécies apresentaram porcentagem de semelhangca com os
genomas de referéncia acima de 95% , exceto a espécie B. Pumilus que apresentou apenas

92,8% de semelhanga (Figura 10).

Apos a realizagao de rt-PCR com isolado S2961, descartou-se a possibilidade da estirpe
ser pertencente a espécie B. thuringiensis. Contudo, o sequenciamento realizado pela
GoGenetic surpreendeu ao identificar a estirpe S2961 por B. thuringiensis. Devido a essa
divergéncia de identificagdo, a estirpe S2961 foi sequenciada novamente pela empresa

Macrogen.
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A Figura 12 apresenta a arvore filogenética proveniente da identificagdo da estirpe
S2961, apos o sequenciamento pela empresa Macrogen, comparada as demais espécies do

banco de bactérias entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

— B thuringiensis Bt185
“— B cereus 21155
— B cereus D12 2
~— B cereus ATCC 14579
strain 1453

| - strain 542
—“ ‘ B bombysepticus Wang

"] —strain 1606

T B cereus Al
—BQ S2961
- strain 2728
strain 408
— Strain 2744
— strain 2195
B thuringiensis BGSC 4AE1
—*{ — B thuringiensis HD1
] —strain 1905
L —strain 1905 B
— B thuringiensis HD-29
[ L— B thuringiensis HD-133

LI strain 76

—strain 2193

Figura 11. Arvore filogenética da identificacdo da estirpe S2961 isolado da rizosfera da espécie
botinica Paspalum notatum. A identificagdo ocorreu por meio da comparagdo do
sequenciamento da estirpe com as demais espécies do banco de dados da Embrapa Recursos

genéticos e Biotecnologia.

Tendo por base o novo sequenciamento, a estirpe S2961 foi identificada como uma
espécies pertencente ao grupo B. cereus sensu lato (Figura 12). Muito provavelmente a
divergéncia na identificagdo anterior do isolado S2961 ocorreu devido as diferentes estratégias
de sequenciamento utilizadas pelas duas empresas e as semelhangas taxondmicas entre os

grupos B. thuringiensis € B. cereus sensu lato que dificultam a identificagao.

Por fim, a identificacdo da espécie das estirpes referente as duas etapas de isolamento

estdo compiladas nas tabelas abaixo (Tabela 11 e Tabela 12).
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Tabela 11. Identificacdo das espécies de Bacillus isoladas da rizosferas das espéccies botanicas escolhidas ao acaso que foram coletas da etapa 1

de isolamento.

Toxicidade Etapa 1

Porcentagem de Mortalidade de cada praga (%)

Isolado
52914
S2915
S2916
S2917
S2918
S2919
$2920
52921
S2922
$2923
52924
S2925
S2926
52927
52928
S2929
S2930
52931
$2932

Identificacdo da Espécie
Bacillus sp.

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus sp.

Bacillus pumilus
Bacillus sp.

Bacillus pumilus
Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus mycoides
Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus toyonensis
Bacillus toyonensis
Bacillus sp.

Bacillus toyonensis

Espécie Botanica

4 4 4 M MmMM®YUUUUUTU=Z=Z===22 2

. repens
. repens
. repens
. repens
. repens
. repens
. repens
. notatum
. notatum
. notatum
. notatum
. notatum
. notatum
. uniflora
. uniflora
. uniflora

p. purplrea
p. purplrea
p. purplrea

A. grandis

33
67
52
43
45
72
60
35
67
Na*
55
53
Na*
70
65
72
70
43
57

17
79
38
63
25
67
71
33
29
88
25
42
21
17
29
29
40
38
54

S. frugiperda C. includens

29
92
58
67
38
17
46
17
33
33
42
33

21
54
29
33
17

E. heros

3
40
60
63
53
53
33
30

35
37
43
53
50
33
63
77
50

0
75
0

l
o

O O O O O O O O O oo o o o o

S. sclerotiorum  F. oxysporum

0

OOOOOOOOOOOOOOO;

N a1
(62 BN ]
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S2933  Bacillus nitratireducens M. indica 50 58 25 53 0 25
S2934  Bacillus toyonensis M. indica 48 42 42 83 0 50
S2935  Bacillus sp. M. indica 28 42 17 77 0 25
S2936  Prestia megaterium M. indica 37 25 42 50 0 0
S2937  Priestia megaterium M. indica 37 58 38 93 50 25
S2938  Bacillus thuringiensis P. notatum 42 50 33 83 25 25
S2939  Bacillus thuringiensis P. notatum 42 58 38 93 75 25
S2940  Bacillus thuringiensis P. notatum 50 83 29 87 0 50
S2941  Bacillus sp. E. uniflora 40 67 46 47 0 0
S2942  Bacillus pumilus T. p. purplrea 67 50 54 80 0 50
S2943  Bacillus sp. M. indica 43 25 25 53 0 50
S2944  Bacillus subtilis M. indica 50 88 46 77 0 25
S2945  Bacillus cereus M. indica 62 33 29 17 0

S2946  Bacillus cereus P. notatum 40 25 46 60 0

S2947  Bacillus cereus E. uniflora 53 75 25 10 0 25
S2948  Bacillus cereus E. uniflora 52 17 38 7 0 0
S2949  Bacillus sp. T. p. purpurea 57 33 50 10 0 25
S2950  Bacillus cereus T. p. purpurea 42 33 38 7 0 25
S2951  Bacillus cereus M. indica 52 17 50 13 0 0
S2952  Bacillus sp. E. uniflora Na* 29 54 57 0 25
S2953  Bacillus sp. T. p. purpurea Na* 29 50 3 0 25
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Tabela 12. Identificagdo das espécies de Bacillus isoladas da rizosferas das espécies botanicas de gramineas que foram coletas na etapa 2 de

isolamento.

Toxicidade Etapa 2

Porcentagem de Mortalidade de cada praga (%o)

Isolado Identificacdo da Espécie Espécie Botanica A. grandis S. frugiperda C. includens E. heros S. sclerotiorum F. oxysporum
S2954  Bacillus thuringiensis P. notatum 70 100 83 40 0 0
S2955  Bacillus thuringiensis Z. japonica 67 96 46 30 0 0
S2956  Bacillus toyonensis P. notatum 55 33 29 43 0 0
S2957  Bacillus sp. Z. japonica 53 54 79 43 0 0
S2958  Bacillus toyonensis P. notatum 57 33 38 13 0 0
S2959  Bacillus thuringiensis A. compressus 72 88 58 87 0 0
S2960  Bacillussp. A. compressus 62 75 42 87 0 0
S2961  Bacillus cereus sensu lato  P. notatum 100 96 50 93 0 0
S2962  Bacillus sp. Z. japonica 70 79 29 53 0 0
S2963  Bacillus sp. A. compressus 73 42 63 50 0 0
S2964  Bacillus sp. A. compressus 53 25 33 43 0 0
S2965  Bacillus luti P. notatum 82 63 63 50 0 0
S2966  Bacillus thuringiensis Z. japonica 55 14 21 87 0 0
S2967  Bacillus sp. Z. japonica 48 12 75 30 0 0
S2968  Bacillus sp. Z. japonica 62 14 46 10 0 75
S2969  Bacillus sp. P. notatum 50 20 63 3 0 25
S2970  Bacillussp. Z. japonica 37 17 71 10 0 25
S2971  Bacillus sp. Z. japonica 67 18 29 3 0 25
S2972  Bacillus sp. Z. japonica 45 19 50 50 0 25
S2973  Bacillussp. P. notatum 57 20 38 23 0 0
S2974  Bacillus sp. P. notatum 67 20 83 7 0 25
S2975  Bacillus sp. P. notatum 48 23 79 27 0 50
S2976  Bacillus sp. A. compressus 65 19 33 10 0 25
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As tabelas 11 e 12 apresentam o total de estirpes de cada espécie de Bacillus
propecctadas, sendo: oito de B. thuringiensis; seis de B. toyonensis; seis de B. cereus; duas de
B. pumilus; uma de B. mycoides; uma de B. nitratireducens; duas de P. megaterium; uma de
B. subtilis; uma de B. amyloliquefaciens; um de B. luti; e uma espécie pertencente ao grupo B.
cereus sensu lato totalizando 30 estirpes identificadas em 11 espécies distintas dentre os 63
isolados. Os demais 33 isolados nao foram identificados. O resultado demonstram uma

pluralidade de espécies de Bacillus presentes na rizosfera das plantas selecionadas.
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CONCLUSOES

- Foram isoladas 63 novas estirpes do género Bacillus, destas 30 estirpes foram

identificadas em 11 espécies distintas por rt-PCR e/ou sequenciamento.

- A partir das estirpes prospectadas, por meio de ensaios de toxicidade, foi selecionada
pelo menos uma estirpe que apresentou toxicidade para cada um dos insetos pragas, conforme
o objetivo do trabalho. Foram prospectadas as espécies: Bacillus sp. (S2961) que apresentou
toxicidade a A. grandis, B. amyloliquefaciens (S2915) que apresentou toxicidade a C.
includens,; Bacillus sp. (S2954) que apresentou toxicidade a S. frugiperda e Bacillus sp. (S2961)

que apresentou toxicidade a E. heros.

- A partir das estirpes prospectadas, por meio de ensaios de toxicidade, foi selecionada
a espécie B. amyloliquefaciens (S2915) que apresentou toxicidade aos fungos fitopatogénicos

F. oxysporum e S. sclerotiorum.

Com base no que foi apresentado, podemos concluir que mesmo em ambiente urbano e
em espécies botanicas variadas podemos encontrar uma diversidade de microrganismos do
género Bacillus na rizosfera que apresentam potencial significativo (acima de 70% de
toxicidade) no controle de pragas agricolas. Por meio deste trabalho, podemos perceber que
espécies pouco usadas comercialmente como B. lutti, B. pumilus, B. toyonensis € P. megaterium
apresentam potencial no controle de insetos praga. Dessa forma, a prospec¢do de estirpes do
género Bacillus e, bem como o teste de seu potencial pesticida se apresenta como uma estratégia
proeminente a fim de diversificar as tecnologias existentes no mercado que sdo primordialmente

produzidas com B. thuringiensis.
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