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Avaliacdo da producao de B-exotoxina por cepas de Bacillus
thuringiensis em diferentes tempos de cultivo
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Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva, entomopatogénica que é
amplamente utilizada no controle biol6gico de pragas. Algumas cepas além de
produzirem &-endotoxinas também produzem B-exotoxina, que € téxica tanto para
insetos como para vertebrados, e muito persistente no ambiente. Por isso foi
proibido o uso de cepas de B. thuringiensis que produzam [(-exotoxina na
formulacdo de biopesticidas de acordo com recomendacdes da Organizacdo
Mundial de Saude, fazendo-se necessario a identificacdo das cepas produtoras
desta toxina. Com o objetivo de detectar a producdo ou ndo da B-exotoxina em 6
cepas de B. thuringiensis, utillizando diferentes tempos de cultivo, foram
utilizados sete tratamentos, sendo um deles usado como controle negativo. Uma
aliquota de 10uL de cada cepa foi inoculada em 10mL de meio LB com sais, e
incubado a 28°C e 200rpm por 16hs. Este pré-inoculo foi vertido em 50mL de
meio LB com os sais MgSO,, FeSO, ZnSO, e MnSO,, de modo que a
concentracdo inicial da cultura fosse de 10° células mL?, incubado a
28°C/200rpm. As retiradas de amostras de cada cultivo foram feitas apos 48, 72,
96, 120 e 144hs de cultivo,sendo as culturas centrifugadas a 10000rpm/10min e
os pellets descartados. Para os bioensaios foi aplicado 165uL do sobrenadante
autoclavado a 121°C/20min sobre um pedaco de dieta com 1cm3, e oferecido a 10
lagartas de Spodoptera frugiperdade de 2 dias de idade/repeticdo. A avaliagdo do
namero de lagartas mortas e o peso foi realizado 8 dias apos a inoculacéo. As
cepas 1, 2 e 3 produziram B-exotoxina a partir de 96hs de cultivo, as cepas 4 e 5
a partir de 144hs e a cepa 6 a partir de 48hs, tempos estes nos quais foram
observadas, geralmente, as maiores taxas de mortalidade e menores pesos
meédios das lagartas de S. frugiperda. Nossos resultados sugerem que o tempo de
cultivo afeta a producao desta toxina, e o tempo no qual é detectada a presenca
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da B-exotoxina nos sobrenadantes através dos bioensaios € varidvel em funcao
da cepa de B. thuringiensis.
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