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RESUMO

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva amplamente reconhecida
pelo seu elevado potencial no controle biolégico de pragas, seja na producdo de
bioinsumos ou no desenvolvimento de plantas transgénicas. Nesse contexto, o
presente estudo teve por objetivo identificar e caracterizar isolados dessa bactéria
para 0 manejo de Rachiplusia nu, inseto-praga notoriamente associado ao
desfolhamento de culturas de soja (Glycine max L. Merril). Inicialmente, amostras de
solo foram coletadas na Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina, das
quais foram obtidos 28 isolados de Bt. A partir destes, 18 isolados foram
selecionados, formando um banco de bactérias para subsequentes andlises.
Separadamente, um conjunto de 24 isolados foi submetido a bioensaios de
patogenicidade e viruléncia utilizando larvas neonatas de R. nu. Os experimentos,
realizados em triplicata com avaliagbes diarias durante sete dias, permitiram
identificar isolados com elevada atividade entomopatogénica. Dentre eles, o isolado
BRO7 destacou-se, atingindo 100% de mortalidade nos bioensaios de
patogenicidade e apresentando, nos testes de viruléncia, valores de CL50 e CL95 de
16,370 ppm e 168,327 ppm, respectivamente. O sequenciamento do genoma do
isolado BRO7 possibilitou a identificacdo dos genes cry (crylAa, crylla, cry2Aa e
cry2Ab) e do gene vip3Aa, que codificam toxinas inseticidas com potencial para
controlar lagartas resistentes a proteina CrylAc. Assim, os resultados sugerem que
o isolado BRO7 representa uma alternativa promissora para 0 manejo integrado de
R. nu, podendo também servir como fonte genética para o desenvolvimento de
novas plantas transgénicas resistentes.

Palavras-chave: Controle biologico; Isolamento; Sequenciamento genémico.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram-positive bacterium widely recognized for its
significant potential in biological pest control, utilized in both bioinsecticide production
and the development of transgenic plants. In this context, the present study aimed to
identify and characterize isolates of this bacterium for managing Rachiplusia nu, an
insect pest notably associated with the defoliation of soybean (Glycine max L. Merril)
crops. Initially, soil samples were collected from the Experimental Farm of the State
University of Londrina, from which 28 Bt isolates were obtained. Of these, 18 isolates
were selected, forming a bacterial bank for subsequent analyses. Separately, a set of
24 isolates was subjected to pathogenicity and virulence bioassays using neonate
larvae of R. nu. The experiments, conducted in triplicate with daily evaluations over
seven days, allowed for the identification of isolates with high entomopathogenic
activity. Among them, isolate BRO7 stood out, achieving 100% mortality in
pathogenicity bioassays and presenting, in virulence tests, CL50 and CL95 values of
16.370 ppm and 168.327 ppm, respectively. Genome sequencing of isolate BRO7
enabled the identification of cry genes (crylAa, crylla, cry2Aa, and cry2Ab) and the
vip3Aa gene, which encode insecticidal toxins with the potential to control larvae
resistant to the CrylAc protein. Thus, the results suggest that isolate BRO7
represents a promising alternative for the integrated management of R. nu and may
also serve as a genetic source for the development of new resistant transgenic
plants.

Keywords: Biological control; Isolation; Microgranism; Genomic sequencing.



SUMARIO

Pag.
1. INTRODUGAO . .....cui ettt ettt e ettt te et e st e st e et e e see e sessresreaneas 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ocooveeeeeeeeeeeeeeee et enen e, 3
3. MATERIAL E METODOS .....coveveeeeieeeteseeieeeee s saes s tenes s sssssnss s sassense s 14
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coveecteteieteteeieeeteee e eses st an e an e 20
5. CONCLUSODES ......ooiieeeeeeceetctete ettt ettt ettt n s 22

REFERENCIAS



1. INTRODUCAO

O controle biologico de pragas agricolas tem se destacado como uma
alternativa sustentavel frente aos métodos quimicos tradicionais, sendo essencial
para a reducdo dos impactos ambientais e a promoc¢ao da sustentabilidade no setor
agricola (Galzer, 2016). Dentre o0s microrganismos mais utilizados, o Bacillus
thuringiensis (Bt) desempenha um papel crucial. Essa bactéria Gram-positiva,
descoberta no inicio do século 20, possui a capacidade de produzir cristais proteicos
contendo toxinas Cry, altamente especificas para determinadas ordens de insetos,
especialmente Lepidoptera. Sua aplicagdo na agricultura, tanto como bioinseticida
guanto na formulacdo de culturas transgénicas resistentes a pragas, revolucionou o
manejo integrado de pragas em escala global (Schnepf et al., 1998; Bravo et al.,
2007).

No Brasil, a introducdo de culturas transgénicas Bt, como a soja (Glycine
max), milho e algodado, tem sido fundamental para o controle de pragas agricolas,
reduzindo a dependéncia de inseticidas quimicos. A soja, em particular, € uma das
culturas mais relevantes economicamente, sendo o Brasil o maior produtor mundial
(Embrapa, 2024). Contudo, desafios significativos ainda sdo enfrentados, como o
desenvolvimento de resisténcia por parte de insetos-alvo, como a lagarta
Rachiplusia nu, conhecida como falsa-medideira. Essa espécie, amplamente
distribuida na América do Sul, tem apresentado resisténcia a toxina CrylAc, utilizada
em culturas Bt. Essa resisténcia, de heranca autossémica recessiva, representa uma
ameaca a sustentabilidade das tecnologias Bt e exige uma abordagem integrada
para manejo (Bernardi, 2016; Reis, 2024).

A resisténcia de R. nu a tecnologia CrylAc tem se mostrado preocupante,
pois sua disseminacdo compromete a eficacia das estratégias de controle biologico
baseadas em Bt. Pesquisas indicam que a auséncia de areas de refugio, combinada
ao uso intensivo de culturas transgénicas, contribui para a evolugcdo dessa
resisténcia. Além disso, a falta de custos adaptativos relevantes nos individuos
resistentes pode acelerar esse processo. Como resultado, estratégias alternativas,
como o uso de novas combinacdes de toxinas inseticidas (por exemplo, Cry1A.105 e
Cry2Ab2) e o aprimoramento do manejo integrado de pragas (MIP), tém sido
propostas como medidas para retardar a evolugdo da resisténcia e garantir a

sustentabilidade dessas tecnologias (Nardon et al.,, 2021; Bueno; Sosa-Gomez,



2021).

Outro aspecto relevante € a busca por novas proteinas inseticidas, como as
Vip (Vegetative Insecticidal Proteins), que apresentam modos de acao distintos das
proteinas Cry, permitindo um controle mais eficaz de pragas resistentes. A
combinacédo de toxinas Cry e Vip em culturas transgénicas tem demonstrado ser
uma abordagem promissora para mitigar os impactos da resisténcia e prolongar a
eficicia das tecnologias Bt (Soberoén; Bravo, 2019).

Diante desse cenéario, este trabalho visa a selecdo e avaliacdo de novos
isolados de B. thuringiensis quanto a eficacia no manejo de R. nu. A pesquisa busca,
assim, contribuir para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis que assegurem
a produtividade agricola e a preservacdo ambiental, além de explorar inovacdes
biotecnolégicas capazes de superar os desafios impostos pela resisténcia de

insetos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MANEJO DE INSETOS PRAGA NA AGRICULTURA

O controle de pragas na agricultura brasileira desempenha papel fundamental
na manutencdo da produtividade, competitividade e sustentabilidade do setor agricola.
O pais € um dos maiores produtores agricolas do mundo, mas enfrenta desafios
constantes relacionados ao aumento de pragas em culturas importantes, como soja,
milho, algoddo, café e cana-de-acucar (IBGE, 2023) . A variabilidade climética e
ecoldgica presente no pais favorece a disseminacgéo de diversos tipos de pragas, o que
exige uma acdo coordenada (Santos, 2010).

Entre os métodos de controle de pragas mais utilizados no Brasil, destacam-se
0 manejo quimico, bioldgico, cultural e integrado de pragas: Manejo Integrado de
Pragas (MIP). O controle quimico com uso de defensivos agricolas ainda existe devido
a sua acao direta. Inseticidas, fungicidas e herbicidas sdo amplamente utilizados para
protecdo de culturas, porém seu uso indiscriminado pode acarretar problemas como
resisténcia de pragas, poluicdo ambiental e riscos a saude humana (Veiga, 2006;
Lopes, 2023). Por outro lado, o Controle Bioldégico Aplicado (CBA), que utiliza
organismos como predadores, parasitas e agentes patogénicos para controlar pragas,
tem gradualmente ganho atencdo como uma abordagem sustentavel. No Brasil,
exemplos de sucesso incluem o uso da capacidade citotdéxica advinda de Bacillus
thuringiensis (Bt) em culturas como algodao e milho, juntamente com o uso de vespas
Trichogramma em campos para combate a lagartas (Castro, 2022).

Sob a perspectiva agricola, o controle biol6gico pode ser dividido em duas
categorias principais: o Controle Biologico Natural e o Controle Biologico Aplicado.
Conforme descrito por Parra (2002), o Controle Bioldgico Natural refere-se a presenca
de populagbes de inimigos naturais que ocorrem espontaneamente no ambiente.
Esses organismos, como parasitoides e predadores, desempenham um papel
essencial na mortalidade natural das pragas e ajudam a manter o equilibrio
populacional no agroecossistema. Para maximizar sua eficiéncia, é necessario
preservar esses inimigos naturais, ajustando o ambiente de maneira favoravel a sua
sobrevivéncia e atividade. Esse processo, conhecido como conservacao, € um dos
pilares fundamentais do controle biol6gico.

Ja o CBA envolve a criagcdo em larga escala de parasitoides ou predadores em

laboratorio, que sdo posteriormente liberados de forma massiva nas areas agricolas



para reduzir rapidamente a populacdo de pragas ao seu nivel de equilibrio. Essa
abordagem tem ganhado popularidade no Brasil devido a sua eficacia comparavel a
dos inseticidas, além de ser bem aceita pelos produtores. No entanto, 0 sucesso do
CBA depende de estudos aprofundados sobre a biologia e a relagdo entre o
hospedeiro e o parasitoide, bem como de avancos em areas como fisiologia, nutricdo e
genética (Parra, 2002).

Outro grande avanco no controle de pragas no Brasil é a introducdo da
biotecnologia na agricultura: o desenvolvimento de culturas geneticamente
modificadas, como a soja Bt e o milho Bt, tornou-as resistentes a pragas, reduzindo a
necessidade de pesticidas e ajudando a prevenir a degradacdo ambiental (FAO, 2025).
No entanto, o uso de Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) requer
monitoramento cuidadoso para evitar o desenvolvimento de resisténcia de pragas, o
gue pode prejudicar a eficacia dessas tecnologias ao longo do tempo (Bernardi, 2016).

As consequéncias dessas medidas na agricultura brasileira foram significativas.
O controle eficaz de pragas e doencas pode aumentar a produtividade, reduzir perdas
e garantir estabilidade econdmica para o0s agricultores. Pesquisas mostram que pragas
podem destruir até 40% das plantacdes agricolas no mundo e, no Brasil, a introducao
de métodos eficazes reduziu significativamente essa perda (FAO, 2025). Além disso, o
controle de pragas contribui para a competitividade do agronegocio brasileiro nos
mercados internacionais, garantindo que os produtos sejam de altissima qualidade e
atendam aos padrdes fitossanitarios exigidos por outros paises (Parra, 2002).

Por outro lado, os problemas associados aos métodos de controle de pragas
ndo podem ser ignorados, especialmente o uso generalizado de defensivos agricolas,
incluindo poluicdo do solo e da agua, remocdo de organismos benéficos e riscos a
saude de trabalhadores agricolas e consumidores, sendo, portanto, questdes que
exigem atencdo continua (Veiga, 2006). Para mitigar esses desafios, € necessario
investir em tecnologias seguras, promover a educagdo ambiental entre os agricultores
e implementar politicas que promovam a agricultura sustentavel (Lopes, 2023).

Assim, o controle de pragas se mostra fundamental para prevenir perdas
significativas na agricultura, que alcancam médias globais estimadas de 21,5% no
trigo, 30% no arroz, 22,5% no milho, 17,2% na batata e 21,4% na soja (Savary, 2019).
Essas perdas variam de acordo com fatores como condi¢des climaticas, praticas de
manejo e vulnerabilidades especificas de cada regido. Em éareas marcadas pela

inseguranca alimentar, como o subcontinente Indo-Gangético e a Africa Subsaariana,



0S prejuizos sdo ainda mais graves, podendo chegar a 40,9% no arroz e 41,1% no
milho (Savary, 2019).

Apesar do progresso, o controle de pragas e doencas no Brasil ainda enfrenta
desafios significativos. O combate aos patdogenos é uma preocupacao crescente,
exigindo o desenvolvimento de novas tecnologias e estratégias de manejo. Além disso,
as alteracbes climaticas podem alterar a dinamica das populacdes de insetos,
aumentando a sua propagacao e aumentando o risco de epidemias (Skendzi¢, 2021).
Nesse contexto, a pesquisa cientifica e a inovacao tecnologica sdo essenciais para a

agricultura brasileira sustentavel.

2.2 CULTURA DA SOJA (GLYCINE MAX)

A soja, planta herbacea da familia Fabaceae, € a oleaginosa mais cultivada
no mundo. Com um alto teor de proteinas (40%), a soja se destaca como a principal
matéria-prima para a producdo de racbes destinadas a alimentacdo de animais
domésticos. Em 2006, o valor bruto da producdo mundial de soja alcancou 47
bilhdes de dolares (US$ 220,00/t), sem levar em conta os beneficios indiretos
gerados, que multiplicam significativamente essa quantidade (Embrapa, 2021).

As variedades comerciais mais comuns possuem caule hispido, com poucas
ramificacfes, e raizes que apresentam um eixo principal acompanhado de diversas
ramificacdes. Suas folhas sao trifolioladas, exceto o primeiro par, que € simples e se
encontra no né acima do né cotiledonar. As flores, tipicas da subfamilia
Papilionoideae, sdo autégamas e podem ser brancas, roxas ou de tonalidades
intermediarias. Essas plantas desenvolvem vagens ligeiramente curvadas que,
durante o amadurecimento, passam da cor verde para tons de amarelo-palido,
marrom-claro, marrom-escuro ou cinza. As vagens podem conter de uma a cinco
sementes, que possuem formato eliptico ou globoso, superficie lisa e tegumento de
coloragdo amarelo-palido, com hilo que varia entre preto, marrom ou amarelo-palha.
(Embrapa-CNPSo, 2008).

A altura das plantas varia conforme a cultivar e as condi¢cdes ambientais,
sendo idealmente entre 60 e 110 cm. Essa faixa favorece a colheita mecanizada e
reduz o risco de acamamento. O ambiente também exerce influéncia sobre a
floracdo e o ciclo da cultura, sendo a soja sensivel ao nictoperiodo, ou seja, a

duracdo da noite. Comumente, usa-se o termo fotoperiodo, que se refere a duracao



do dia, para descrever que a soja € uma planta de dias curtos, pois em dias longos
seu florescimento é retardado e o ciclo se prolonga (Embrapa-CNPSo, 2008).

A soja apresenta melhor adaptacdo em regides onde as temperaturas variam
entre 20°C e 30°C, sendo que a faixa ideal para seu desenvolvimento situa-se em
torno de 30°C. A semeadura, no entanto, ndo deve ser realizada quando a
temperatura do solo estiver abaixo de 20°C, pois isso compromete tanto a
germinacao quanto a emergéncia das plantas. A faixa recomendada de temperatura
do solo para a semeadura esta entre 20°C e 30°C, sendo 25°C considerada a
temperatura ideal para garantir uma emergéncia rapida e uniforme (Embrapa, 2021).

Regides com temperaturas iguais ou inferiores a 10°C sao inadequadas para
o cultivo de soja, uma vez que nessas condicbes 0 crescimento vegetativo e 0
desenvolvimento da planta s&o extremamente reduzidos ou inexistentes. Em
contrapartida, temperaturas superiores a 40°C impactam negativamente a taxa de
crescimento, causam danos ao processo de floracdo e diminuem a capacidade de
retencéo das vagens. Esses efeitos adversos tornam-se ainda mais pronunciados
em situacdes de deficiéncia hidrica (Embrapa, 2021).

A disponibilidade de dgua desempenha um papel crucial em dois momentos
chave do desenvolvimento da soja: germinacdo/emergéncia e floracdo/enchimento
de grdos. No estagio inicial, tanto o excesso quanto a falta de agua podem
comprometer o estabelecimento da cultura e a uniformidade da populacdo de
plantas, sendo o excesso hidrico mais prejudicial do que a caréncia. Para garantir
uma boa germinacéo, a semente de soja precisa absorver pelo menos 50% de seu
peso em &agua. A medida que a planta se desenvolve, a demanda por agua
aumenta, alcancando o pico durante a fase de floragéo e enchimento de gréos (7 a 8
mm/dia), reduzindo-se apds essa etapa (Embrapa, 2021).

Segundo Neumaier (2000), os cultivares de soja podem apresentar 3 padroes
de crescimento: determinado, indeterminado e semideterminado. No padrao
determinado, a planta apresenta a caracteristica de um baixo crescimento e
nenhuma ramificagdo apos o seu florescimento, que por sua vez ocorre ao mesmo
tempo em toda a planta, assim como o desenvolvimento de vagens e graos. As
folnas do topo da planta sédo praticamente iguais as demais em tamanho e seu
racemo € longo e com muitas vagens no no6 terminal. JA o padrdo do cultivar
indeterminado é caracterizado por um grande crescimento da planta apdés o

florescimento, que juntamente a formacdo de vagens, ocorre de forma escalonada



(de baixo para cima). Além disso as folhas do topo da planta sdo menores que as
das demais partes e seu no terminal apresenta poucas vagens. O tipo
semideterminado € um intermediario entre os dois padrdes anteriores.

A origem definitiva do cultivo da soja ainda € indefinida. Segundo a literatura
chinesa, o cultivo e utilizacdo como alimento da soja ocorreu centenas de anos
antes do primeiro registro escrito, datado de 2938 A.C. no herbario PEN TS' AO
KANG UM. Obras antigas fornecem indicacdes valiosas sobre os solos mais
adequados para cultivo, métodos de plantio, melhores variedades para diferentes
ocasifes e usos, sendo a recomendacdo mais antiga do ano de 2207 A.C. (Morse,
1950). E indicado que seu local de origem seria o leste da Asia, segundo Morse
(1950), mais especificamente a area central da China. A partir desse local a soja foi
introduzida posteriormente na Coréia e Japao entre os séculos Il e 1l A.C (Probst,
1973).

Sua introducéo no territério brasileiro foi feita por Gustavo D’utra no Estado da
Bahia em 1882 (D’utra, 1882), a partir desse ponto, outros estudos foram feitos em
diferentes pontos do pais, contribuindo para o estabelecimento da cultura da soja no
Brasil.

O cultivo da soja obteve grande sucesso no pais gracas a condicbes
climaticas e logisticas favoraveis, incluindo a facil adaptacdo das variedades e
técnicas de cultivo vindas do sul dos Estados Unidos. Além disso, fatores como o
uso da soja em sucessao ao trigo, que permitiu o aproveitamento da mesma area,
maquinas, equipamentos, armazéns e mao de obra, contribuiram significativamente.

A politica de autossuficiéncia do trigo possibilitou maior capitalizacdo dos
produtores, enquanto a viabilidade de mecanizacao total da cultura reduziu custos e
aumentou a eficiéncia. Condi¢cdes de mercado favoraveis, especialmente no cenario
externo, e a demanda por 6leos vegetais comestiveis como substitutos a gordura
animal impulsionaram ainda mais o cultivo. Por fim, o rapido desenvolvimento do
parque de processamento garantiu a absorcdo integral da matéria-prima,
consolidando o sucesso da cultura no pais (Bonato,1987).

Hoje o Brasil € o maior produtor mundial de soja, seguido pelos Estados
Unidos e Argentina. Na safra 2022/2023, a cultura ocupou uma area de 44.062,6
milhdes de hectares, o que totalizou uma producdo de 154.566,3 milhdes de
toneladas, tendo o Mato Grosso como o maior produtor brasileiro de soja. A

produtividade média da soja brasileira foi de 3.508 kg/h& (Embrapa, 2024).



2.3 RACHIPLUSIA NU

Rachiplusia nu (Guenee) (Figura 1) (Lepidoptera: Noctuidae), popularmente
conhecida como “falsa-medideira,” € uma espécie de lagarta amplamente distribuida
em paises da América do Sul, incluindo Brasil, Bolivia, Argentina, Chile e Uruguai. Com
habito alimentar polifago, essa lagarta se alimenta de diversas culturas, causando
desfolha em plantas como soja (Glycine max L.), girassol (Helianthus annuus L.), milho
(Zea mays L.), trigo (Triticum sp L.) e alfafa (Medicago sativa L.) (Aragon et al., 1997).
Assim, polifagia pode criar refagios para a praga, onde as técnicas de controle ndo sao
aplicadas, facilitando a disseminacédo das populacfes (Koppert, 2025).

R. nu tem por caracteristica ovos arredondados e de tamanhos que podem
chegar a 0,50 mm de didmetro e 0,34 mm de altura (Angulo et al., 2008), com
coloracdo amarelada brilhante apds a oviposicdo e que escurecem até a eclosédo das
larvas (Rolim et al., 2013).

Enquanto lagarta, € eruciforme com coloracdo esverdeada nos segmentos
toraxicos e abdominais, com a presenca de trés filetes transversais de coloracédo
verde-escuro, seguidos por uma linha esbranquicada, sendo um localizado na regiao
lateral, acima dos espiraculos, e dois na area dorsal. Seus pseuddpodes possuem
coloracdo castanha, com areas de maior esclerotinizacdo em um tom castanho-escuro.
No ultimo instar, as lagartas atingem, em média, 22,79 mm de comprimento, valor
superior aos 21,00 mm registrados no quinto instar e inferior aos 24,00 mm observados
no sexto instar (Barrionuevo, 2011).

O primeiro instar larvar de R. nu se alimenta do parénguima foliar sem danificar
as nervuras foliares, e durante o quinto instar lavar é que ocorre o periodo de maior
atividade (Luna, 1999). Associado com 0s primeiros instares larvares de R. nu, ha
também a presenca de uma comunidade numerosa de parasitas, como Campoletis
sonorensis e Casinaria plusiaeque, que ajudam a manter a comunidade de lagartas
sob um controle e abaixo de niveis criticos de prejuizo econdémico (De Moraes, 1991).
Quando a populacéo de R. nu atinge niveis capazes de causar prejuizos econémicos
significativos, o uso de defensivos agricolas € uma pratica comum para controlar essa
praga. No entanto, a aplicagcdo inadequada desses compostos pode impactar
negativamente as populacdes de inimigos naturais, como fungos e parasitoides, além
de afetar outras plantas, peixes e anfibios no ambiente. (Schneider et al., 2003; Rimoldi
et al., 2008; Ronco et al., 2008).



Figura 1: Lagarta de Rachiplusia nu.

Fonte: Da Silva. B A, 2024.

A identificacdo de lagartas da subfamilia Plusiinae em campo € desafiadora
devido a auséncia de critérios claros para diferencid-las. Na maioria dos casos, a
identificacdo precisa sO € possivel por meio da obtencdo de adultos a partir das
lagartas coletadas (Specht et al., 2006). Essa dificuldade pode comprometer as
estratégias de manejo e controle, ja que as lagartas frequentemente sdo confundidas
com larvas de Chrysodeixis includens (Walker, [1858]). Segundo Rolim et al. (2013), as
duas espécies sao morfologicamente indistinguiveis, além de poderem ser confundidas
com outros Plusiinae menos comuns.

Desde 2021, foram registrados danos causados por R. nu em soja
geneticamente modificada com o gene crylAc de B. thuringiensis (Reis, 2024). Esses
danos sdo atribuidos as lagartas neonatas resistentes a toxina CrylAc, que se
desenvolvem em adultos férteis capazes de disseminar o gene de resisténcia,
originado por mutacdo autossdémica recessiva. Essa resisténcia tem sido associada a
auséncia de areas de plantio de refagio, uma técnica essencial para o Manejo da
Resisténcia a Insetos (MRI). O MRI é uma estratégia crucial para retardar a evolugao
da resisténcia em pragas como R. nu e outras lagartas em cultivos de soja Bt
(Bernardi, 2016).

As areas de refugio desempenham um papel importante ao promoverem o

cruzamento de individuos resistentes com suscetiveis, contribuindo para o controle da



resisténcia (Irac, 2022). Durante a safra 2020/21, coletas realizadas em regides
produtoras confirmaram a presenca de resisténcia nos estados do Mato Grosso, Minas
Gerais, Sao Paulo e Parana (Nardon et al., 2021). Embora essa resisténcia tenha sido
identificada na tecnologia de primeira geracdo, que expressa apenas a toxina CrylAc,
a tecnologia de segunda geracdo, com multiplas proteinas inseticidas (CrylAc,
CrylA.105 e Cry2Ab2), ainda demonstra eficiéncia no controle de R. nu (Bueno; Sosa-
Gomez, 2021).

Dado que a soja € uma cultura de grande relevancia para a economia mundial,
com Argentina, Brasil e Paraguai sendo responsaveis por mais da metade da producéo
global (USDA, 2024), é essencial desenvolver novas estratégias de controle para
pragas como R. nu. O uso integrado de diferentes abordagens de manejo pode ajudar
a prevenir a resisténcia as plantas transgénicas atualmente em uso. Além disso, a
identificacdo de novas toxinas com atividade inseticida contra essa praga € uma

medida promissora para mitigar o surgimento de resisténcia.

2.4 BACILLUS THURINGIENSIS

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva, aerébia facultativa,
pertencente ao filo Firmicutes. Ela apresenta forma de bastonete e possui a
capacidade de formar enddsporos, uma caracteristica que lhe confere resisténcia em
condicdes ambientais adversas. Uma de suas peculiaridades fisioldgicas € a producéo
de cristais proteicos paraesporais, compostos principalmente por proteinas téxicas
denominadas &-endotoxinas ou toxinas Cry, que possuem atividade inseticida (Schnepf
et al., 1998).

A primeira identificagdo de B. thuringiensis ocorreu em 1901 pelo cientista
japonés Shigetane Ishiwata, que isolou a bactéria de larvas de bicho-da-seda mortas
por uma doenca. Posteriormente, em 1911, o bacteriologista alem&o Ernst Berliner
também descreveu a espécie ao isola-la de larvas de tragas da farinha (Ephestia
kuehniella), nomeando-a em homenagem a provincia de Thuringia, na Alemanha, onde
realizou suas pesquisas (Berliner, 1911).

Na natureza, B. thuringiensis € amplamente distribuida em diferentes habitats,
como solo, agua, plantas e em intestinos de insetos. Essa ubiquidade garante um alto
sucesso evolutivo, garantindo também que a bactéria possa desempenhar um
importante papel ecolégico no controle de populacdes de insetos-praga (Glare;
O’Callaghan, 2000).



A aplicacdo mais notavel de B. thuringiensis estd na agricultura, onde suas
toxinas sdo amplamente utilizadas como bioinseticidas. Os cristais de proteinas Cry
produzidos pela bactéria sdo toxicos para uma variedade de insetos pragas, incluindo
0os das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera. Essas toxinas atuam de forma
especifica: ao serem ingeridas pelo inseto, os cristais sdo solubilizados no ambiente
alcalino do trato digestivo, liberando pré toxinas que sdo convertidas em formas toxicas
que se ligam a receptores especificos como aminopeptidases N (APN), cadherinas
especificas e glicosilfosfatidilinositol-ancoradas. Isso leva a formagdo de poros na
membrana celular, causando lise celular, paralisia intestinal e, por fim, a morte do
inseto (Bravo et al., 2007).

Apesar de seus beneficios, 0 uso extensivo de toxinas Cry em culturas Bt tem
levantado preocupacgdes sobre o desenvolvimento de resisténcia em populacbes de
insetos pragas. Estratégias como o manejo integrado de pragas (MIP), a
implementacédo de areas de reflgio e a busca por novas toxinas com diferentes modos
de acdo séo fundamentais para garantir a eficacia continua do Bt como ferramenta de
controle biologico (Tabashnik et al., 2009).

2.4.1 PROTEINAS CRY

As proteinas Cry, produzidas por B. thuringiensis, sdo toxinas que compde
cristais e sdo amplamente utilizadas no controle biolégico de pragas agricolas. Essas
proteinas atuam como agentes inseticidas altamente especificos, direcionados a
determinados grupos de insetos. Inicialmente sintetizadas como protoxinas, elas
precisam ser ativadas para exercerem seu efeito toxico. A ativacdo ocorre no intestino
médio alcalino dos insetos, onde enzimas proteoliticas convertem as protoxinas em
formas ativas (Bravo; Gill; Soberon, 2007). Apos a ativacao, as proteinas Cry se ligam
a receptores especificos presentes na membrana epitelial do intestino, como
aminopeptidases N (APN), enzimas presentes na borda em escova do epitélio
intestinal, proteinas cadherinas e proteinas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI),
incluindo proteinas alcalinas. Além disso, algumas toxinas reconhecem estruturas
especificas de carboidratos, como manose e N-acetilgalactosamina, presentes nesses
receptores, o que confere alta seletividade e especificidade as toxinas Cry. (Pigott;
Ellar, 2007).

A interacdo entre as toxinas Cry e esses receptores desencadeia mudancas

conformacionais que resultam na formacao de poros na membrana celular do epitélio



intestinal. Esses poros desregulam o equilibrio osmético, causando lise celular e
destruicdo do epitélio intestinal. Como consequéncia, 0s insetos param de se
alimentar, sofrem septicemia e morrem em poucos dias (Vachon; Laprade; Schwarz,
2012). A especificidade das toxinas Cry decorre da interacdo precisa com 0S
receptores intestinais, 0 que garante sua eficiéncia contra pragas-alvo e minimiza
impactos sobre organismos nao-alvo (Soberén; Pérez; Bravo, 2019).

A aplicacdo das proteinas Cry na agricultura é ampla. Elas sdo empregadas
tanto na formulacdo de bioinseticidas quanto no desenvolvimento de organismos
geneticamente modificados (OGMs). Entre os OGMs mais conhecidos estdo as
culturas Bt, como soja, milho e algodao transgénicos, sendo um exemplo recente a
utilizacdo da soja Intacta e Intacta 2 XTEND pela Embrapa (Embrapa, 2024). Essas
plantas oferecem vantagens significativas, como a redugdo do uso de inseticidas
guimicos, aumento da produtividade e protecdo ambiental (James, 2017). Além disso,
bioinseticidas baseados em B. thuringiensis séo utilizados em programas de manejo
integrado de pragas, especialmente em sistemas agricolas sustentaveis (Jurat-
Fuentes; Crickmore, 2016).

A inovacéo no uso das toxinas Cry continua a evoluir, com o desenvolvimento
de proteinas piramidais que combinam multiplas toxinas para superar a resisténcia em
populacdes de insetos. Essa abordagem tem sido essencial para garantir a
sustentabilidade das culturas Bt e prolongar a eficacia das toxinas Cry (Vachon;
Laprade; Schwarz, 2012). Ademais, a identificacdo de novas toxinas Cry com
diferentes modos de acdo expande as possibilidades de controle de pragas e melhora

a gestao da resisténcia.

2.4.2 PROTEINAS VIP

As proteinas Vip (Vegetative Insecticidal Proteins) sdo toxinas produzidas por
alguns isolados de B. thuringiensis (Bt) durante sua fase vegetativa de crescimento.
Elas apresentam caracteristicas inseticidas distintas das proteinas Cry, tornando-se
uma alternativa importante para o controle de pragas resistentes as toxinas Cry. As
proteinas Vip possuem acdo toxica principalmente contra insetos das ordens
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera, dependendo de sua classe (VIP1, VIP2 ou VIP3)
(Lee et al., 2003).

Entre as classes de proteinas Vip, as Vip3A sdo as mais estudadas devido a

sua alta eficiéncia contra importantes pragas de Lepidoptera. Ao contrario das



proteinas Cry, as Vip3A nao formam cristais e sdo secretadas diretamente no meio de
cultivo pela bactéria durante sua fase vegetativa. Assim como as proteinas Cry, as
Vip3A necessitam ser ativadas no intestino dos insetos. Apds a ingestdo, enzimas
proteoliticas no intestino médio processam as protoxinas Vip3A, liberando uma forma
ativa que se liga a receptores especificos presentes na membrana epitelial intestinal
(Palma et al., 2014).

A ligacdo da Vip3A a seus receptores causa ruptura das células epiteliais devido
a formacédo de poros na membrana celular, levando a desorganizagédo do intestino,
interrupcdo na alimentacdo e eventual morte do inseto. Estudos mostram que 0s
receptores da Vip3A séo distintos daqueles das proteinas Cry, 0 que permite seu uso
complementar no controle de pragas resistentes a Cry (Soberén; Bravo, 2019).

As proteinas Vip tém sido amplamente utilizadas no desenvolvimento de
culturas transgénicas resistentes a pragas. Plantas geneticamente modificadas
(OGMs), como milho e algodéao, expressam genes Vip3A, oferecendo protecdo contra
importantes pragas de Lepidoptera. A inclusdo de proteinas Vip em combinacdes
piramidais com toxinas Cry tem se mostrado eficaz na gestéo da resisténcia de pragas,
pois reduz a presséao seletiva sobre cada toxina individual (Chakrouborty et al., 2016).

Além disso, o0 uso de Vip em bioinseticidas também vem sendo explorado,
ampliando as opg¢bGes para 0 manejo sustentavel de pragas. Estudos continuam a
investigar novos mecanismos de agédo e ampliar a gama de insetos-alvo, reforcando a

relevancia das proteinas Vip na agricultura moderna (Lee et al., 2003).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 SELECAO DE NOVOS ISOLADOS



Para a prospeccdo de novos isolados de B. thuringiensis, foram realizadas
coletas de solo basaltico na Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina
(FAZESC), localizada nas coordenadas -23.34024638070184, -51.20958979217644
(Figura 2). O solo coletado provinha de uma area previamente utilizada para o cultivo
de milho, sucedendo uma lavoura de algoddo. As coletas foram organizadas em um

grid de 10 x 10 metros, assegurando a representatividade espacial da area amostrada.

Figura 2: FAZESC.

Fonte: Préprio autor, 2024

Foram utilizados 15 tubos Falcon de 50 mL, esterilizados previamente em autoclave,
para a coleta e armazenamento das amostras. Em cada tubo, foi adicionado um
volume de aproximadamente 15 mL de solo descompactado, retirado a uma
profundidade de 5 cm da superficie. Apds a coleta, os tubos contendo as amostras
foram imediatamente armazenados em refrigerador, em temperatura inferior a 5°C,
para garantir a preservacédo das caracteristicas do solo até a realizacdo das analises.

Para o isolamento dos isolados de interesse, 1 g de solo foi pesado em balanca
de precisao e transferido para um novo tubo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de
solucéo salina 0,85% esterilizada. A mistura foi agitada em vértex por 15 minutos para
garantir a homogeneizagdo. Em seguida, 1,5 mL da solugdo homogénea foi transferido
para um tubo de microcentrifuga de 2 mL, seguindo-se tratamento térmico. em banho-
Maria a 80°C por 20 minutos e imediato de resfriamento em agua a 0°C por 5 minutos.
ApOs essa etapa, as amostras foram submetidas a diluicbes seriadas em agua
destilada esterilizada até a diluicdo 107".

Por fim, as amostras diluidas foram semeadas em placas de Petri contendo o

meio de cultura sélido NYSM (caldo nutritivo, extrato de levedura, KH,PO, e solugéo



de sais), conforme descrito por Yousten (1984). As placas foram incubadas em
ambiente controlado a 30°C por 5 dias para permitir o desenvolvimento e esporulacéo
das colonias bacterianas.

ApGs o periodo de incubacao, laminas foram preparadas a partir das colonias
isoladas e coradas utilizando os corantes fucsina (1 g de fucsina béasica, 8 mL de fenol,
20 mL de alcool absoluto e 200 mL de agua destilada) e amido-black (20 mg de Amido
Black 10B, 20 g de acido citrico, 1000 mL de &gua destilada). Essas laminas foram
posteriormente analisadas por microscopia Optica, com o objetivo de identificar a
presenca de esporos e cristais, caracteristica tipica de isolados de B. thuringiensis.
Essa etapa foi essencial para garantir a pureza e a especificidade dos isolados para

futuros estudos.

3.2 PRODUCAO DO INOCULO DE BACILLUS THURINGIENSIS

O inéculo foi preparado utilizando alcas descartaveis para inoculagdo em
frascos Erlenmeyer de 250ml, contendo 25 mL do meio liquido NYSM. As culturas
foram incubadas em agitador orbital, a 120 rpm, a temperatura controlada de 30 £ 2°C,
por um periodo de 72 horas.

Apés o periodo de incubacdo, as culturas foram analisadas por microscopia
Optica para verificar a presenca de esporos, cristais proteicos e possiveis
contaminantes. Apenas as culturas que apresentaram esporulacdo completa e
estavam livres de contaminagcdo foram selecionadas para as etapas subsequentes.
Essas culturas foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL e submetidas a
centrifugacdo em centrifuga de rotor fixo (modelo T23 - JANETZKI) por 30 minutos a
6.000 x g. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, e o0 pellet obtido foi
congelado a -20°C em freezer comum.

Apbés o congelamento completo, o pellet foi submetido ao processo de
liofilizagéo a -58°C (modelo L101 - LIOBRAS) por 24 horas. O material liofilizado foi,
entdo, armazenado em temperatura ambiente, em condi¢des protegidas da luz, para

preservacao até seu uso posterior.

3.3 DIETA ARTIFICIAL
A manutencdo da criacdo de R. nu foi mantida em dieta artificial proposta no

modelo de Greene et al. (1976), a qual apresenta perfil nutricional ajustado para se



assemelhar a composicao nutricional de folhas de soja (Tabela 1). Essa dieta garante o
fornecimento adequado de proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas e minerais
indispensaveis para desenvolvimento uniforme e ausente de infec¢gdes dos primeiros
instares larvais. Os componentes foram homogeneizados e fervidos por 20 minutos.
Em seguida, a dieta foi vertida em caixas tipo Gerbox (11 cm x 11 cm x 3 cm), as quais
foram armazenadas em refrigerador a 8°C. Para a manutencéo da criacao, a dieta foi
suplementada com formaldeido, antifungico (Nipagin) e antibiético. No entanto, para os
bioensaios, a dieta foi utilizada sem a adigdo desses componentes.

Tabela 1: Dieta para lagartas de Rachiplusia nu

Composicao Quantidade
Feijao 125¢
Gérmen de trigo 100 g
Proteina de soja 50 g
Caseina 3759
Levedura 62,59
Agar 3259
Acido ascorbico 6 mL
Acido sérbico 3mL
Vitamina 12,5 mL
Agua destilada 1700 mL
Formaldeido 7,5 mL
Nipagin 5,75 mL
Antibiotico 0,625¢

3.4 BIOENSAIOS

3.4.1 Bioensaios de patogenicidade

Os bioensaios de patogenicidade foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia da Embrapa Soja, localizado no distrito de Warta. O objetivo foi identificar

isolados de B. thuringiensis (Bt) com capacidade entomopatogénica contra lagartas de



R. nu, considerando uma taxa de mortalidade superior a 90%. Para isso, 0s materiais
liofilizados foram pesados em 20 mg e diluidos em 100 mL de agua destilada. Apos
uma homogeneizacdo de 1 hora em agitador magnético, 50 pL da suspensdo
bacteriana foram aplicados sobre blocos de dieta artificial medindo aproximadamente
10 x 03 x 05 mm, previamente distribuidos em bandejas com 32 células.

Cada célula recebeu uma lagarta neonatal de R. nu, que foi mantida isolada e
coberta por tampas de acrilico para evitar contaminacéo e a interferéncia de interagfes
entre individuos. Trés repeticdes foram realizadas, totalizando 16 subamostras por
repeticdo, enquanto grupos controle foram mantidos sem a aplicacdo da suspensdo
bacteriana. Apds a absorcdo completa da solucdo pela dieta, as bandejas foram
armazenadas em camara climatizada a 25 + 2°C. As avaliacbes de mortalidade
iniciaram 24 horas apos o inicio do experimento e foram realizadas diariamente por um
periodo de sete dias. No quarto dia, a dieta foi substituida por uma livre de bactérias,
garantindo melhores condicdes para a continuidade do ensaio e posterior leitura no

sétimo dia.

3.4.1 Bioensaios de viruléncia

O isolado selecionado nos bioensaios de patogenicidade foi submetido a testes
de viruléncia para determinar as concentragdes letais (CL50 e CL95) de esporos e
cristais necessarios para controlar a populacdo de R. nu. Uma suspenséo inicial,
denominada solucdo A, foi produzida dissolvendo 20 mg do material em 100 mL de
agua destilada. Em seguida, seis diluicdes seriadas foram preparadas a partir da
suspensao A, denominadas pelas letras B a G. Para tanto, 50 mL da suspensao A
foram diluidos em 50 mL de agua destilada, gerando a suspensdo B, e assim
sucessivamente até alcancar a ultima concentragdo (G), com os valores variando de
200 ppm a 3,125 ppm.

Cada bioensaio foi conduzido com trés repeticbes por diluicdo, totalizando 16
subamostras por repeticdo, enquanto grupos controle foram mantidos sem a adi¢ao da
solucdo bacteriana. As suspensdes bacterianas foram aplicadas em blocos de dieta
artificial, e apos a completa absor¢cdo do liquido, as lagartas neonatas foram

individualmente colocadas nas células das bandejas. As bandejas foram mantidas em



camaras climatizadas a 25 + 2°C, com a mortalidade avaliada diariamente durante sete
dias (Tabela 2).

Tabela 2: ConcentracBes de esporos e cristais de isolados de B. thuringiensis avaliados nos bioensaios

de viruléncia.

Diluicéo Concentracao (ppm)
A 200

B 100

C 50

D 25

E 12,5

= 6,25

G 3,125

Os dados de mortalidade foram analisados utilizando o programa Polo Plus —
Probit and Logit Analysis (Finney, 1971), permitindo a estimativa das concentracdes
letais CLso e ClLos.

3.5 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

A quantificacdo dos esporos presentes no material liofilizado utilizado nos
bioensaios foi realizada através da contagem de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) em placas de Petri contendo meio NYSM. Inicialmente, foi preparada uma
solugdo-mée diluindo 20 mg do material liofilizado em 100 mL de agua destilada, nas
mesmas condicdes utilizadas nos bioensaios. Em seguida, 100 pyL dessa solugao
foram diluidos em 900 pL de solucédo salina a 0,85%, formando a diluig&o inicial (1072).
Esse processo foi repetido sequencialmente até atingir a diluicéo final de 107°,

Para a contagem, foi utilizado o método de gotejamento em placa, com 10 uL de
cada diluicdo aplicados em quatro repeticdes por placa. Apos a incubacao das placas a
temperatura ambiente por 16 horas, as colonias formadas foram contadas, e a média
dos valores obtidos nas quatro réplicas foi calculada. Esses resultados foram entéo
multiplicados pelas diluicées, permitindo estimar a quantidade total de esporos por

grama do material liofilizado.



3.6 EXTRACAO E SEQUENCIAMENTO DO DNA

A extracdo do DNA total, montagem das bibliotecas e sequenciamento do
genoma do isolado BRO7 foi realizada pela empresa IPEC (Instituto para Pesquisa do

Cancer) de Guarapuava, através da plataforma lllumina Hiseg/Miseq.

3.6.1 Identificagéo de genes cry e vip

A sequéncia do genoma do isolado BRO7 de B. thuringiensis foi comparada com
sequéncias depositadas no banco de dados Bacterial Pesticidal Protein Resource

Center (BPPRC) (https://www.bpprc.org/), acessado em 28 de janeiro de 2025. Esse

banco é associado ao Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) e ao National

Center of Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), contendo

informacbes detalhadas sobre proteinas de B. thuringiensis com atividade
entomopatogénica.

Utilizando a ferramenta tblastp, disponivel no site do NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Translations&PROGRAM=tblastn&BLA
ST _PROGRAMS=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST SPEC=blast2seq&DAT
ABASE=n/a&QUERY=&SUBJECTS=), também acessada nha mesma data, foi possivel

comparar as sequéncias de aminoacidos das proteinas do isolado com as sequéncias

de nucleotideos dos plasmidios, identificando genes relacionados a producdo de

proteinas toxicas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTOS

Foram obtidos vinte e oito isolados de bactérias com morfologia compativel


https://www.bpprc.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Translations&PROGRAM=tblastn&BLAST_PROGRAMS=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE=n/a&QUERY=&SUBJECTS=
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Translations&PROGRAM=tblastn&BLAST_PROGRAMS=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE=n/a&QUERY=&SUBJECTS=
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Translations&PROGRAM=tblastn&BLAST_PROGRAMS=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE=n/a&QUERY=&SUBJECTS=

com o género Bacillus a partir de 4 amostras de solo e numerados de 1 a 28. Dentre
esses, dezoito isolados foram selecionados com base na analise dos cristais
proteicos caracteristicos de B. thuringiensis e na morfologia das col6nias, por fim,
foram estocados no banco de bactérias do Laboratério de Genética e Taxonomia de
Bactérias (UEL) para o uso em futuros testes de bioensaios, e numerados de BR163

a BR180 conforme a Tabela 3.

Tabela 3: Distribuicdo dos 18 isolados de B. thuringiensis obtidos a partir de 4 coletas

distintas de solo e sua identificagdo apds estoque.

Amostrade Solo | Numeracao  Isolado

9 BR163
1 8 BR164
10 BR165
2 11 BR166
12 BR167
13 BR168
15 BR169
3 16 BR170
17 BR171
18 BR172
20 BR173
21 BR174
22 BR175
24 BR176
25 BR177
4 26 BR178
27 BR179
28 BR180

A selecdo considerou a distingdo entre os isolados, evitando a redundancia de
linhagens morfologicamente semelhantes, com variacdes observaveis no formato e
tamanho dos cristais proteicos, como também sua abundancia na colonia em relacéo

as células vegetativas e esporos de Bt (Figura 3).



Figura 3: Microscopia Optica de isolados de B. thuringiensis obtidos a partir de amostras de solo

coletadas na Fazendo Escola da Universidade Estadual de Londrina.

Lente objetiva 100 - Lente objetiva 100

Fonte: Proprio autor, 2025

A obtencédo de novos isolados de B. thuringiensis € fundamental, pois amplia
0 espectro de acao dos bioinseticidas, permitindo o controle de uma variedade maior
de pragas agricolas. Esses isolados podem ser utilizados em futuros experimentos
na avaliacdo da atividade entomopatogénica contra diferentes pragas. No entanto,

testes sdo necessarios para verificar sua eficacia no controle de insetos-alvo.

4.1 BIOENSAIOS

Os bioensaios de patogenicidade foram realizados com 24 isolados B.
thuringiensis, excluindo aqueles obtidos através da Tabela 3, os quais foram
divididos em dois lotes com 12 isolados cada um, para facilitar a montagem e
avaliacao dos resultados dos experimentos. Entre os isolados avaliados no primeiro
de bioensaios, os isolados BRO7, BR134, BR145 e BR146 tiveram destaque,
provocando alto indice de mortalidade nas lagartas de R. nu. Os isolados BRO7 e
BR134 demonstraram 100% de mortalidade, resultando na morte de todas as 48
lagartas testadas. O isolado BR145 apresentou uma taxa de mortalidade de 97,92%,
enquanto a BR146 alcancou 95,83%, com a morte de 46 das 48 lagartas utilizadas.
Os demais isolados ndo exibiram atividade entomopatogénica significativa contra
essa espécie, apresentando taxas de mortalidade entre 6,25% e 18,75%. (Gréfico
1).



Graéfico 1: Dados de mortalidade de lagartas de Rachiplusia nu ap6s a primeira etapa de bioensaios
com dose Unica de isolados de B. thuringiensis.
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No segundo lote de bioensaios de patogenicidade frente a lagartas de R.nu,
os isolados Bt BR09, BR18 e BR83 provocaram alta mortalidade de lagartas,
variando de 95,83% a 100% dos individuos testados. O restante dos isolados
testados ndo apresentou taxa de mortalidade significativa a ser considerada,
variando de 6,25% a 20,83% (grupo controle) (Grafico 2).

Gréfico 2: Dados de mortalidade de lagartas de Rachiplusia nu apés a segunda etapa de bioensaios
com dose Unica de isolados de B. thuringiensis.
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A comparacgdo entre lagartas infectadas e saudaveis revelou sinais claros de
infeccdo bacteriana. Enquanto as lagartas saudaveis mantiveram a coloragéo verde-
clara caracteristica, as infectadas apresentaram mudancas evidentes na coloracao,
tornando-se marrom, fosca e sem brilho. Além disso, as lagartas infectadas
demonstraram sinais claros de susceptibilidade, como menor agilidade, com
movimentos reduzidos e respostas pouco reativas ao toque, em contraste com as
saudaveis, que reagiram de forma mais vigorosa aos estimulos. Alguns desses
sinais, ja relatados por Silva e Carvalho (2004), estdo representados na Figura 4,

destacando as diferengas visuais e comportamentais entre os dois grupos.

Figura 4: Lagartas de Rachiplusia nu apds de sete dias de incubagédo com dieta contendo esporos e

cristais de B. thuringiensis BR09. (A) Lagartas sadias (B) Lagartas infectadas.



Fonte: Eduarda Andrade Lima.

Desde que na primeira etapa de bioensaios trés isolados provocaram 100%
de mortalidade das lagartas de R. nu utilizando a concentracdo de 200 ppm
(Graficos 1 e 2), um desses isolados foi escolhido para ser utilizado na segunda
etapa de bioensaios, com o objetivo de determinar os valores de CL50 e CL95 Nessa
etapa, considerando que o uso da concentragdo 200 ppm provocou 100% de
mortalidade, os testes foram feitos a partir da concentracdo de 100 ppm, tendo sido
produzidas diluicdes sucessivas até a obtencdo da concentracdo de 3,125 ppm
(conforme item 3.4.1). Os dados apresentados no grafico 3 evidenciam que, a
medida que as concentracdes iniciais passaram por diluicbes seriadas, houve uma
reducdo gradativa na mortalidade, confirmando a relacdo entre a concentracao de

esporos e cristais do isolado BRO7 e toxicidade contra as lagartas de R. nu.

Gréfico 3: Dados de mortalidade de larvas de Rachiplusia nu em bioensaio com diferentes
concentracdes de esporos e cristais de B. thuringiensis BRO7.
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As concentracdes letais CL50 e CL95 foram estimadas com base na analise

dos dados de toxicidade onde foram aplicados os modelos Probit e Logit. A Tabela 3



apresenta os resultados da determinacao da concentracao letal CL50 e CL95 para o
isolado BRO7.

Tabela 3: ConcentragGes letais médias de B. thuringiensis BRO7 em ensaios com lagartas neonatas

de Rachiplusia nu e parametros resultantes da analise probit.

Nt Valor estimado X2 Graus de Desvio Limites de
(ppm) liberdade padréo confianga 0,95
CL50 95 16,370 4,8266 4 0,026 11,08 - 22,59
CL95 95 168,327 4,3157 4 0,026 96,14 - 458,19

I NUmero de insetos

Os dados obtidos a partir do isolado BR0O7 se assemelham aqueles obtidos
também com o isolado BR0O9 (Silva et al., 2024) e evidenciam a toxicidade de ambos
os isolados contra as lagartas de R. nu. O Grafico 4 relaciona a mortalidade de R. nu
com diferentes concentracdes de esporos e cristais de B. thuringiensis, expressas
em partes por milhdo, revelando uma curva em escala logaritmica. Essa curva
evidencia que o aumento das concentracdes resulta em uma maior taxa de
mortalidade das larvas, até atingir um limite méaximo significativo. O valor de CL50,
determinado em 16,370 ppm, representa a concentracdo necessaria para provocar
mortalidade em 50% da populacéo de larvas. Ja a CL95, estimada em 168,327 ppm,
corresponde a dose capaz de eliminar 95% das larvas testadas.

Apesar dos resultados observados, ainda ndo existem registros na literatura
gue definam as concentragdes ideais de esporos e cristais de B. thuringiensis para o
controle de R. nu. Estudos anteriores, entretanto, relataram doses
consideravelmente diferentes ao avaliar outras isolados do microrganismo, o que
reforca a necessidade de pesquisas adicionais para determinar as concentracdes

mais adequadas para 0 manejo dessa praga especifica.

Gréafico 4. Curva dose-resposta - mortalidade de lagartas de Rachiplusia nu em funcdo das

concentracdes de esporos e cristais de B. thuringiensis BRO7.
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Utilizando 20 mg do produto liofilizado diluidos inicialmente em 100 mL de
agua, seguiu-se uma série de diluicbes até atingir a concentracdo de 107° da
linhagem BRO7, o que permitiu estimar a quantidade de esporos associada aos
valores de CL50 e CL95 (Figura 5).

Figura 5: Placa contendo a contagem de colbnias da linhagem BRO7

Fonte: Préprio autor, 2025



A contagem revelou que 1 g do material liofilizado contém cerca de 3 x 1011
esporos da linhagem BRO7. Assim, com base em um valor de 16.370 ppm para a
CL50, calcula-se que a suspenséao utilizada para obter 50% de mortalidade nas
lagartas de R. nu contenha aproximadamente 5 x 10° esporos. De forma analoga,
para alcancar 95% de mortalidade—valor de 168.327 ppm—estimou-se a
necessidade de 5 x 10" esporos. Até 0 momento, ha apenas um estudo na literatura
que relata a contagem de esporos de B. thuringiensis empregada no controle de R.
nu, estimados em 3 x 10! esporos para Cls0 e 1,5 x 10%? esporos para CL95 (Silva
et al., 2024).

4.2 SEQUENCIAMENTO E IDENTIFICACAO DE GENES CRY E VIP

O sequenciamento do genoma do isolado BRO7 possibilitou uma analise do
gendtipo do mesmo, revelando os genes responsaveis pela producdo das toxinas
Cry e Vip. Por meio da ferramenta tblastp, foram identificados quatro genes cry
(crylAa, crylla, cry2Aa e cry2Ab) e um gene vip (vip3Aa), os quais codificam
proteinas com acéo toxica contra insetos da ordem Lepidoptera (Vilas-Bbas, Peruca
e Arantes, 2007). Conforme dados do banco de dados BRPC (2024)
(https://www.bpprcdb.org/search_data_association/), as proteinas CrylAa e Cry2Ab
estdo associadas ao controle de C. includens e Spodoptera frugiperda, afetando,
respectivamente, lagartas do primeiro e segundo instar. Enquanto a proteina Crylla
é relatada apenas para lagartas de S. frugiperda, a Cry2Aa possui acao bioinseticida
contra lagartas de C. includens. Além disso, a proteina Vip3Aa demonstra eficacia
contra lagartas de ambas as espécies, ressaltando o potencial do isolado BR09 para
aplicac6es no manejo bioldgico de pragas.

Além disso, os genes identificados no isolado BRO7 — crylAa, crylla, cry2Aa
e cry2Ab e vip3Aa — sado semelhantes aos observados em um estudo preliminar que
avaliou a acdo entomopatogénica contra R. nu (Silva et al., 2024). Nesse
experimento, os isolados demonstraram potencial no controle das lagartas neonatas,
sugerindo que esse conjunto genético pode contribuir para a produgcdo de cristais
proteicos com atividade bioinseticida. No entanto, estudos adicionais sé&o
necessarios para confirmar esses achados e esclarecer de forma mais detalhada o

papel desses genes em estratégias de manejo bioldgico.



5. CONCLUSOES

O presente estudo identificou sete isolados de B. thuringiensis entre os 24
avaliados com potencial para o controle dos primeiros instares larvais de R. nu.
Dentre estes, o isolado BRO7 destacou-se, apresentando uma CL50 de 16,370 ppm
e uma CL95 de 168,327 ppm, evidenciando sua eficacia no manejo dessa praga em
estagios iniciais de desenvolvimento.

Além disso, os genes identificados no isolado BRO7 — crylAa, crylla, cry2Aa,
cry2Ab e vip3Aa — demonstraram similaridade com aqueles observados em outro
estudo preliminar. Essa correspondéncia indica que tais genes podem estar
associados a producao de cristais proteicos com potencial entomopatogénico.

Continuamente, a busca por novos isolados de B. thuringiensis se mostra
fundamental, pois sua diversidade genética pode ampliar as alternativas disponiveis
para o manejo integrado de pragas, especialmente diante dos desafios impostos
pelo desenvolvimento de resisténcia em populacdes de insetos.

Em resumo, o trabalho fornece bons indicios de que a abordagem empregada
pode contribuir para aprimorar as estratégias de controle biolégico de pragas,
ressaltando a importancia de investigacbes complementares em ambiente

controlado e em campo para aprofundar esse conhecimento.
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