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Introducao

O milho ¢Zea mays) € um produto agricola de importancia no Brasib porque
é utilizado tanto para a alimentacdo humana quamitoal, sendo cultivado em todo o
territério nacional. De acordo com a Conab (20d7yasil € o terceiro maior produtor
do grdo no mundo, com uma producao estimada paead®2016/17 de 87,4 milhdes
de toneladas. Apesar da alta produtividade, edtarautem sofrido severas perdas,
desde o plantio até proximo a colheita em razaatdque de insetos, entre 0s quais se
destacam algumas espécies cafpodoptera frugiperda e Helicoverpa armigera da
ordem Lepidoptera. Por causa desses problemassiénue importancia a utilizagdo de
medidas de controle alternativas, que proporcionemor impacto ambiental através
do uso de agentes de controle biolégico, e o usocalttrole biolégico com
microrganismos entomopatogénicos é viavel (VALICEY\MORAO, 2008).

Entre os microrganismos entomopatogénicos maiszadibs encontra-se a
bactériaBacillus thuringiensis (Bt), caracterizada por produzir cristais proteicos que
apresentam efeito inseticida, durante a fase derdsgdo (MONTIEL et al., 2001).
Alguns biopesticidas baseados em Bt tém sido coatieaxlos por apresentarem alta
especificidade, menores riscos ambientais e a shudwmna e menor frequéncia de
resisténcia dos insetos-alvo. Apesar das grandgagens, a aplicacdo destes produtos
tem sido limitada pelo alto custo de producdo comionde cultura no processo
fermentativo (MONTIEL et al., 2001)B. thuringiensis desenvolve-se em meio de
cultura contendo nutrientes com fontes de nitragérarbono e alguns sais minerais, 0s

quais sdo necessarios para a esporulacédo (VALICENTERAO, 2008). Portanto, a



escolha da matéria-prima para meio de cultura reewlgencdo especial, ja que
compreende cerca de 30 a 40% do custo total daugiiod e esta escolha deve
proporcionar alta produ¢cdo com menor custo posiWeINTIEL et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar meios de wmalt alternativos para a
obtencéo de biopesticidas a bas@deuringiensis, que apresentem elevada toxicidade
para as lagarte8 frugiperda e H. armigera com baixo custo de producéo.
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MATERIAL E METODOS
Cepa deBacillusthuringiensis

A cepa de Bt 1641, armazenada em glicerol no bdadst da Embrapa Milho e
Sorgo, apresenta elevada toxicidade par#érugiperda (estudo prévio). A cepa foi
crescida através de semeadura de estrias simpieglaea de Petri contendo meio de
cultura LB (Luria-Bertani) comercial (Lennox) sa@igor 72 horas a 30 °C para garantir
a esporulacdo das células de Bt. Apos os trésdéiascubacéo, toda massa bacteriana
proveniente do crescimento foi inoculada nos md®sultura para iniciar 0 processo

fermentativo.

Meios de cultura

Neste experimento foram avaliados quatro diferembesos de cultura para a
producao do isolado 1641 &ethuringiensis: 1. LB (Luria Bertani) comercial (20g/L).
2. LB (Luria Bertani) comercial + sais (S) (0,008 FeS04, 0,029 de ZnS0O4, 0,02g de
MnSO4, 0,3g de MgS0O4) (LB + S). 3. Alternativo (A0ge acucar cristal + 10g/L de
extrato de levedura) sugerido neste trabalho (AAl#rnativo mais o acréscimo dos
sais (A +S).

Para o preparo dos meios de cultura, os reagesr@® fpesados e transferidos para
um Becker contendo 1 litro de agua destilada e lgemeizados com a ajuda do
agitador magnético. Os meios de cultura tiveramHoajustado para 7,5, logo apos
foram acondicionados em Erlenmeyer de 2L e autadiey por 25 minutos em
temperatura de 120 °C. Posteriormente, as plac&etliecontendo a massa bacteriana
provenientes do crescimento de 72 horas foram iadas nos meios de cultura em
capela de fluxo continuo, previamente esterilizadado quatro placas para cada meio

de cultura. Os Erlenmeyers foram acondicionadosagitador e submetidos a uma



rotacdo de 250 rpm a 30 °C por 72 horas, conforsnestrucdes do protocolo do

Laboratério de Controle Biol6gico da Embrapa Mih8orgo.

Fermentacgao

Para determinacdo dos parametros fisicos como @tteatracdo de esporos e
massa celular durante o processo de crescimemton feetiradas amostras de 35 mL
dos respectivos meios de cultura nos tempos de4@4e 72 horas. Os testes de
toxicidades par&. frugiperda e H. armigera, foram realizados com as massas celulares

dos meios de cultura fermentados por 72 horas.

Bioensaio
O teste de toxicidade baseou-se na metodologiaaupad Valicente et al.,

(2010), modificado. Para a realizagcdo dos bioess@i@m utilizadas parte da bainha
das folhas do milho lavadas em agua corrente, segimida colocadas em contato com
as respectivas amostras dos meios de cultura embasicom a cepa de Bt fermentados e
adicionados de Tween-20. Para a testemunha, aasfdibram imersas em agua
deionizada, sem Tween-20. Passados 5 minutos]ress fforam retiradas e colocadas
em caixas plasticas Gerbox transparente de 11% 3,5 cm, sendo quatro repeticdes
para cada tratamento. Ap0s a secagem completaottass,f foram adicionadas 25
lagartas neonatas &frugiperda em cada caixa, totalizando 20 caixas. A avaliagio d
mortalidade foi realizada com 24, 48 e 72 horas ap@ontanto das lagartas com as
folhas contaminadas com o Bt, com contagem dastésgaivas e mortas, obtendo
assim, a taxa de mortalidade. A mesma metodolagjiautilizada para o teste de

toxicidade das lagartas neonatagidarmigera.

RESULTADOS
Medicéo do pH

Os meios iniciaram com pH alcalino igual a 7,5. &@d horas de fermentacéo,
0S meios de cultura A e A + S apresentaram redng&ovalores de pH para valores
acidos, sendo que estes mantiveram-se 4cidos diéahdo processo de fermentacao.
Ja os meios LB comercial tiveram uma queda noseslde pH apds as 24 horas de
fermentacdo, apresentando valores acidos, mas cdmhoras de fermentacao

alcancaram valores bésicos (Figura 1).
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Figura 1: Valores do pH aferidos durante o processo fermgntat

Contagem de esporos
Os meios de cultura LB + S e A + S alcancaram maioducdo de esporos

guando comparados aos demais meios de culturadiedoalos sais (Tabela 1).

Tabelal: Concentragédo de esporos/mL dos meios fermentadaferantes tempos de

fermentacéo.
Meios 24hs 48hs 72hs
LB 5,45 x 10 7,5 x 10 1,05 x 18
LB +S 6,50 x 10 1,07 x 18 6,25 x 18
A 5,05 x 10 7,34 x 10 1,175 x 18
A+S 7,5 x 10 1,02 x 1& 5,07 x 1®

Massa celular
O maior peso de massa celular produzida (g) fostedado nos meios de cultura

com o acréscimo dos sais em todas as etapas dentagéo (Figura 4).
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Figura 2: Massa celular produzida para os diferentes meiosuttara durante o

processo fermentativo.

Mortalidade em Spodoptera frugiperda

A taxa de mortalidade do meio A fermentado por @eas* apresentou maior
destaque em todo tempo de avaliagédo, alcancandalitade de 84% com 24h e 99%
no segundo dia (48h) de avaliacao (Figura 3).
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Figura 3: Mortalidade das lagartas neonatasSdiugiperda alimentadas com a folhas
de milho contaminadas com os meios inoculados coepa 1641 d8. thuringiensis e

fermentados por 72h* com diferentes tempos de agy@dis.

Mortalidade em Helicoverpa armigera
O meio A fermentado por 72 horas* se destacou parsantar mortalidade de
95% no primeiro dia de avaliagdo e 100% com 48desavaliacao (Figura 4).
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Figura 4: Mortalidade das lagartas neonatagHd@rmigera alimentadas com as folhas
de milho contaminadas com 0s meios inoculados coepa 1641 d8. thuringiensis e
fermentadopor 72h* com diferentes tempos de avaliacdes.



DISCUSSAO

Os resultados obtidos demostram que o pH dos rdei@siltura variou durante
0 processo fermentativo, sendo que em todos ossrheiove uma queda nos valores de
pH com 24 horas e 48 horas, em relacdo ao pH lirdeia/,5. Montiel et al. (2001)
afirmam que esta variagéo é devida ao consumoatbsidratos antes de iniciar a fase
de esporulacdo. Os meios A e A + S permaneceranmvatores de pH acidos mesmo
apos 48h de fermentacdo. Dingman e Stahly (1988jare que este fato pode estar
relacionado ao acumulo de &cido que resulta ndbaligeano da glicose, mantendo
valores baixos de pH. Os meios de cultura com eionés dos sais atingiram maior
concentracdo de esporos/mL quando comparados aasisdeneios de cultura sem
adicdo dos sais. De acordo com I¢gen et al. (2082)sais minerais atuam com
estimulantes do crescimento e da esporulacdo tidasée Bt no meio de cultura. As
massas celulares produzidas aumentaram duranteotpducesso de fermentacdo para
todos os tratamentos.
Os melhores resultados de toxicidade nas lagadasatas deS. frugiperda e H.
armigera, dos diferentes meios de cultura, foram encontragwsterceiro dia de
avaliacao (72 horas), quando todos os tratamepi@sentaram 100% de mortalidade,
nas duas espécies testadas. De acordo com asdtaxasrtalidades obtidas, o meio 3
contendo somente aclUcar apresentou maior toxicidacke as lagartas neonatasSle
frugiperda e H. armigera, quando comparado aos meios LB, LB + S e A + Saaté
avaliacdo de 48 horas. Talvez os sais presentedpea agua possam contribuir para a
formacdo do cristal, ja que o Bt necessita de $sral sais minerais. Os meios com
acréscimos dos sais apresentaram maior concenteag@ior producéo de biomassa,
entretanto ndo obtiveram os melhores resultadostexiss de toxicidade. Segundo
Montiel et al. (2001), a quantidade de esporos neempre estd ligada a
entomotoxicidade da cepa, pois, durante a espé@mjagada célula dB. thuringiensis
produz um esporo e um cristal. E importante remsajue os meios de cultura
representam parte do custo total da producao gesticidas a base @ thuringiensis.
Portanto, sdo essenciais estudos para avaliar naiemativos e mais baratos

economicamente viaveis a fim de minimizar os cudeproducédo dos biopesticidas.

CONCLUSAO



Os meios de cultura alternativos compostos por acaadstal + extrato de
levedura, inoculados com a cepa 1641 de Bt, apmasem alta toxicidade para as
lagartas neonatas & frugiperda e H. armigera alcancando 100% de mortalidade no
terceiro dia de avaliacdo (72h), resultados semw&haos observados dos meios de
cultura LB e LB + sais. Este é um resultado intsaate, pois os subprodutos utilizados
apresentam um menor custo quando comparado ao lBeimomercial, sendo uma
alternativa para reduzir os custos durante o psocésrmentativo para obtencao de
biopesticida a base dBacillus thuringiensis, apresentando uma economia de 54%,

considerando o preco do agucar e outros ingrediente
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