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COMPOSICAO BASEADA EM Bacillus spp. E GENEROS CORRELATOS E SEU
USO NO CONTROLE DE PRAGAS

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se & composicio bioinseticida aperfeicoada baseada
em bactérias dos géneros Bacillus. Paenibacillus ¢ Brevibacillus que prové bactéria ou
substancias por elas produzidas em quantidade suficiente para o controle de pragas,
especialmente artropodes, nematdides e moluscos, através da agdo sistémica na planta. A

invengdo ainda trata dos usos para o controle de pragas em plantas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

O cultivo extensivo de grandes culturas, como soja, miltho, algoddo e canola,
entre outras, demanda elevado investimento em agrotoxicos devido ao complexo de pragas
que as hospedam, em especial artropodes, nematéides & moluscos. Os danos provocados
individualmente pelas diferentes pragas podem variar de uma regiio para outra, € seu
controle pode chegar a até 35% do custo da produgio.

A principal forma de controle dessas pragas tem sido feita pela utilizacio de
produtos quimicos (DIAS, D. G, §.; SOARES, C. M. S. & MONNERAT, R. G. Avaliacéo
de larvicidas de Origem Microbiana no Controle de traga-das-cruciferas em Couve-Flor no
Distrito Federal. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Comunicado Técnico n°
74, 4 pgs, 2002), cuja aplicac@o exige um grande investimento, onerando ou meszio
inviabilizando em alguns casos a produgdo (CASTRO, L.A.B. Plantas transgénicas
resistentes a insetos: Perspectivas e limitagOes. Pesq. Agropec. Bras. Brasilia, 27, S/N:
319-424, 1992). Adicionalmente, esses agroquimicos causam danos ao meio ambiente e
geram riscos de intoxicacdo ao homem.

De fato, ¢ evidente a relevancia de formas mais eficazes e simples de controle
bioldgico na agricultura. A importancia do controle de pragas e o aumento da consciéncia
da populagio para os efeitos diretos e indiretos dos pesticidas na saade publica e no meio
ambiente, tém demandado novas maneiras de se controlar pragas e insetos, as quais devem
ser mais econémicas ¢ menos danosas ao ecossistema.

No caso especifico do controle de pragas, alternativas bioldgicas incluem a
utilizagio de bactérias, fungos, virus e até de substancias produzidas pelo proprio inseto.

Esses agentes podem ser manipulados para o aumento da patogenicidade, ampliagiio do
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espectro de agdo, producdo industrial ou a incorporagdo de genes inseticidas em espécies
vegetais levando a obtencao de piantas transgénicas (PERLAK, F. J.; DEATON, R. W ..
ARMSTRONG, T. A.; FUCHS, R. L. SIMS, S. R.; GREENPLATE, J. T. and
FISCHHOFF, D. A. Insect resistent cotton plants. BioTechnology. 8:939-963, 1990).

Dos varios agentes microbianos que possuem atividade praguicida, destacam-se
as bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus. Espécies
dessas bactérias apresentam ampla distribuigio geogréfica, e séo especificas para controlar
pragas. Uma das grandes vantagens de sua utilizagdo ¢ sua inocuidade ao homem ¢
animais domésticos, além de seu efeito ndo poluente ao ambiente. A atividade inseticida
das bactérias dos géneros Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus € devida 4 produgio de
toxinas durante as fases de crescimento vegetativo ou de esporulacdo e ainda por infecgédo
(ARONSON, A.L, BECKMAN, W. Y P.. Bacillus thuringiensis and related insect
pathogens. Microbiol. Rev. 50, 1-24. 1986). A- variabilidade dentro de cada espécie dessas
bactérias é muito grande. Registros recentes citam mais de 300 toxinas diferentes
produzidas pelo B. thuringiensis. Devido a isto, laboratorios em todo o mundo procuram
estirpes com novas toxinas ¢ outras caracteristicas de patogenicidade, que possibilitem
uma maior disponibilidade de principios ativos que poderdo ser usados para o
estabelecimento de estratégias de controle. A Embrapa conta com uma cole¢do de 2.300
estirpes de bactérias entomopatogénicas onde estio armazenadas bactérias das ordens
Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus. Dentre as estirpes armazenadas, algumas tém
atividade comprovada contra artrépodes, nematodides € wuoluscos.

Recentemente no laboratério de bacteriologia do Nucleo de Controle Biolégico
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram iniciados estudos para verificar a
possibilidade da utilizagdo de bactérias praguicidas de forma sistémica em plantas.

O uso de agentes biologicos para aumentar a produtividade e & eficicia na
agricultura j4 é conhecido de longa data. Por exemplo, o documento US 6033659 trata do
uso de uma linhagem de Bacillus cereus, a linhagem W35, e seus mutantes que sdo
capazes de exercer um controle biologico através de antibidtico e outras toxinas
produzidas por essa bactéria. Segundo essa patente, as plantas, incluindo sementes, mudas
e plantas maduras, tratadas com uma quantidade suficiente dessa bactéria, de suas toxinas
ou antibiético produzido pela mesma, ficam protegidas contra o apodrecimento da raiz ou
murcha. A bactéria ou seus produtos sdo colocados na mizinhanga imediata da semente ou

muda, ou ainda por revestimento da semente com o material bacteriano.
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O documento US 6232270 descreve uma composi¢do compreendendo (a) um
ingrediente ativo agticuiluralmente eticaz e (b) um melhorador (enhancer) contendo uma
cultura de bactérias do género Bacillus ou uma bactéria de solo na forma de célujas,
culturas ou suspensdes, em uma quantidade suficiente para melhorar a eficacia do dito
ingrediente ativo. Na lista de ewmhancers ¢ mencionado o Bacillus thuringiensis. O
componente enhancer contém esporos, culturas ¢ suspensdes de bactérias do género
Bacillus ou uma bactéria de solo. Preferivelmente, o componente enhancer esta na forma
de esporos, desde que haja um ajuste apropriado de temperatura, pH e salinidade. De
preferéncia, o enhancer ¢ a linhagem ATCC 55675 de Bacillus cercus, a qual prové
melhoramento do efeito do regulador de crescimento cloreto de “mepiquat” e do herbicida
atrizina, que podem ser utilizados para realizar a selegio das espécies bacterianas para o
melhoramento de outros ingredientes ativos, tais como inseticidas ou fungicidas
sistémicos. Também preferivel como enhancer sdo as bactérias de solo encontradas entre
raizes de plantas de crescimento vigoroso. O componente enhancer contendo bactérias
pode ser aplicado como um tratamento ou simultaneamente com uma variedade de
ingredientes ativos, tais como, herbicidas, inséticidas sistémicos e fungicidas sistémicos. E
também mencionado que a aplicagio foliar da bactéria local de solo, em. uma taxa de
0,1x1010 CFU/acre até cerca de 10x10' CFU/acre melhora os mecanismos naturais
associados com o crescimento da planta e propagacdo a um nivel suficiente para o
ingrediente ativo apresentar a atividade melhorada sobre a ou na planta tratada.

E evidente que a finalidade do uso da composi¢ao definida na patente US
6232270 ¢ a de melhorar o crescimento da planta ¢ a sua resisténcia a pragas. No caso, 0
componente bacteriano (esporos, cultura ou suspensdes de bactérias do género Bacillus) é
um aperfeigoamento do componente ativo.

Além disso, € importante frisar que na aplicagdo foliar de um agente de
tratamento de planta, podem ocorrer perdas ou a remogdo completa do agente de
tratamento, por exemplo, da bactéria, antes da absor¢do pela folha, em decorréncia do
arraste provocado por intempéries, como chuvas ou ainda a perda de atividade em
conseqiiéncia de raios ultravioletas (agio do sol), especialmente no caso de bioinseticida a
base de Bacillus thuringiensis (Bt) que requer alta concentragdo de endotoxinas para que o
efetto sobre os insetos-praga seja eficaz.

Assim, para que haja o aumento na produtividade e eficdcia no controle de pragas

a partir de agentes bioldgicos, deve-se colocar especial aten¢do a forma de aplicacio do
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bioinseticida na planta e a quantidade de bactéria aplicada para garantir a atividade e
peimancnceta da bactéra na planta.

Deste modo, os estudos acima mencionados revelam gue os resultados
satisfatorios de infestagfio da planta a partir do Bacillus thuringiensis para controle de
insetos-praga a partir da inoculagdo e a susceptibilidade dos insetos que se alimentaram
destas folhas pela agdo da bactéria ndo é simples de conseguir. Esse sucesso exige
profundo conhecimento sobre a interagio do microorgarismo com a planta, sobre a estirpe
utilizada e a susceptibilidade da praga ao Bacillus. Assim, o conhecimento da diversidade
de estirpes de Bt, incluindo caracteristicas fisico-quimicas e biol6gicas das endotoxinas
produzidas, ¢ importante para a obtenc¢dio de formulagdes apropriadas que garantam

concentracGes suficientes, por um perfodo longo, de toxinas fatais para os insetos-alvo.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengido tem por objeto o controle de pragas agricolas a partir de
metodos alternativos e menos agressivos ao meio ambiente e inofensivo ao homem e a
outros invertebrados como o biolégico usando estirpes bacterianas pertencentes a especies
dos géneros Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus.

Uma primeira concretizagio da invengdo refere-se a composi¢ies baseadas na
utilizagdo sistémica envolvendo estirpes bacterianas pertencentes a espécies dos géneros
Bacillus, Brevibacillus € Paenibacillus para protegio de plantas a partir de composi¢do
contendo os referidos microrganismos selvagens, conjugados, mutantes ou transgénicos
e/ou as substancias por eles produzidos fatais para pragas em geral em uma quantidade
suficiente para manter a circulagio sistémica dos fatores toxicos ou infectivos eficazes
para proteger a planta ¢ um veiculo adequado ou uma compqsigéo compreendendo uma
espeécie de Bacillus produtora de proteina toxica para o inseto-praga ou praga-alvo,
opcionalmente em mistura com Bacillus thuringiensis endofitico, para insetos-alvo em
uma quantidade suficiente para manter a circulagdo sistémica dos fatores toxicos ou
infectivos eficazes para proteger a planta e um veiculo agriculturalmente aceitavel.

Uma segunda concretizagdo da invengdo relationa-se com método de aplicacdo
do bioinseticida baseado em Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus.

Uma terceira concretizagdo diz respeito ao uso bioinseticida de formulagdes

baseadas em Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Com a finalidade de tornar mais claro e completo o entendimento da invengao,
sdo apresentadas a seguir, diversas defini¢Scs dos ternos aqui empregados.

“Planta” significa organismo onde ocorrera a agio sistémica do composto a base
de Bacillus, Brevibacillus ¢ Paenibacillus, incluindo, monocotiledéneas, dicotiledbneas,
transgenicas ou nio.

“Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus™ significa cultura de estirpes de bactérias
selvagens, conjugadas, mutantes ou transgénicas pertencentes aos géneros Bacillus,
Brevibacillus e/ou Paenibaciflus, nos seus diversos estagios de desenvolvimento, esporos
e/ou células vegetativas e/ou as substincias letais por eles produzidos para pragas em
geral.

Os microrganismos utilizados na presente invengfio foram identificados através
das seguintes técnicas: 1- selecio a partir de parte de plantas para a detecgio da
colonizagdo pelo microrganismo selecionado do grupo consistindo de Bacillus,
Brevibacillus e Paenibacillus endofitico, 2 - conjugagiio do microrganismo selecionado do
grupo consistindo de Bacillus, Brevibacillus e/ou Paenibacillus endofitico com estirpes de
“Bacillus thuringiensis produtoras de proteina toxica para o inseto-praga ou praga-alvo e,
3 - transformacdo do microrganismo selecionado do grupo consistindo de Bacillus,
Brevibacillus e/ou Paenibacillus etc.

Em uma primeira concretizagdo da invengdo, ¢ provido o uso da composicdo
baseada em Bacillus, Brevibacillus e/ou Paenibacillus na protecio sistémica da planta
contra pragas, especialmente artropodes, nematéides e moluscos. Deve ser mencionado
que a propriedade sistémica do principio ativo, a concentracio da endotoxina, com
atividade bioinseticida, disponivel na planta e a freqiiéncia da aplicagio da composicio
sdo fatores relevantes para a imunidade da planta. Esse fato foi comprovado por
experimentos realizados com Bt. '

Em uma segunda concretizagdo da invengdo, é provido um método de aplica¢do
da formulagfio baseada em Bacillus, Brevibacillus e/ou Paenibacillus a plantas ou partes
da mesma que se deseja proteger contra pragas, especialmente artrépodes, nematéides e
moluscos.

Conforme ja anteriormente relatado, encontram-se ja reveladas formulagSes para
aplicagdo em plantas com o B. thuringiensis (Bt). Alguns autores afirmam que a

formulagdo do composto pode ser liquida, emulsdo, suspensio e granulos solidos. O autor
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ainda afirma que, em geral, a aplicagiio ¢ foliar e este modo de utiliza¢dio esta sujeito a
acao de intemperies, como por exemplo, a exposi¢do aos ratos solares e carreamento da
formulagdo pela chuva ou irrigagio.

Um dos objetivos da invengdo ¢ o Je solucionar tais inconvenientes, por meio de
uma composi¢do que atue na planta por um tempo maior e seja eficaz no combate a
pragas, na forma de pos, granulos, comprimidos, capsulas, liquidos, suspensdes, emulsdes,
inoculantes de sementes e outras formulagdes de liberagio lenta ou rapida. Vale ressaltar
que os resultados satisfatérios obtidos pela presente invengdo possivelmente estdo
associados a concretizacdo preferencial da invengdo, onde foi confirmado que uma estirpe
de uma espécie de um dos géneros em questdo ¢ capaz de ser absorvida, circular na planta
e, nessas condigdes, produzir a toxina que confere resisténcia a pragas-alvo. Para esta
confirmagdo uma estirpe de B. thuringiensis kurstaki foi submetida a transformagdo com
gene “green fluorescent protein” para expressar proteina fluorescente (gfp — green
fluorescent protein). Essa técnica permitiu identificar na planta a introdu¢do do Bacillus
marcado pelo gene de fluorescéncia, assegu..nido satisfatoriamente sua presenca de forma
sistémica na planta, inclusive aparecendo no trato digestivo das pragas que s¢ alimentaram
das plantas tratadas.

As composi¢des da presente inven¢do podem ter a forma liquida, tais como
emulsdo ou suspensdo, ou a forma sélida, tais como, pé, comprimido, capsula, granulo
solido, agregado ou granulo compésito (ingredientes sélidos ativos sobre particulas
inertes). Adicionalmente, as formas sélidas podem ser de liberagdo lenta para se manter,
nas partes da planta em-contato com a praga, em uma concentragio com atividade
praguicida satisfatoria.

Os veiculos apropriados para as composi¢des da presente invengo podem ser
selecionados de uma ampla gama de substincias. No caso de composi¢des sélidas, o
veiculo pode ser selecionado do grupo consisiindo, por exemplo, de sélidos particulados
finamente divididos, pellet, pés molhdveis, pés-soltveis ou semelhantes. Diversos
materiais organicos e inorgnicos podem ser usados como veiculos sélidos, como, por
exemplo, terra diatomécea, argila de atapulgita, areia, vermiculita, sabugo de milho,
carvao ativado e stlicatos minerais, ou suas misturas, entre outros. Entre os silicatos
minerais, os preferidos para uso na composi¢do da invengdo sio mica, talco, pirofilita,

argilas e semelhantes.
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As composigoes de acordo com a invengdo podem também compreender outros
adjuvantes solidos ou liquidos, tais como estabilizantes, por exemplo, 6leos vegetais ou
Oleos vegetais epoxidados (por exemplo, oleo de coco, de colza ou de soja),
antiespumantes, por exemplo, oleo de silicone, preservantes, reguladores d¢ viscosidade,
ligantes e/ou espessantes, € protetores contra cfeito de luz solar, tal como dioxido de
tithnio, entre outros.

As composi¢oes da invengdo também podem conter fertilizantes ou outros
ingredientes ativos, tais como reguladores de crescimento, inseticidas, nematicidas,
moluscicidas, herbicidas seletivos ou quaisquer outros produtos utilizados durante o ciclo
da cultura. 7

As composi¢des podem também estar na forma liquida monofasica ou bifasica
para serem aplicadas sobre sementes ou particulas inertes. As sementes e particulas inertes
assim tratadas podem formar agregados de liberagdo controlada, liberagdo rapida ou
mistura de ambas as formas de modo a garantir a concentragio sistémica apropriada de
Bacillus, Brevibacillus e/ou Paenibacillus, e as substancias por eles produzidas, na planta
por um periodo razoavelmente longo, de modo a espagar o tempo entre a aplicagio da
composi¢do. Na concretizagdo da composigio liquida, solugdo ou emulsio ou dispersio, o
veiculo pode ser um liquido aquoso, um composto orginico ou mistura dos mesmos.

Exemplo de veiculos orginicos sio hidrocarbonetos aromdticos, tais como
tolueno e xileno, acetona, metanol, isopropanol, dlcool t-butilico, ciclo-hexanona, dioxano,
dimetilformamida, dimetilsulféxido, dicloreto de etilend, N-metilpirrolidona, entre outros.
As composi¢des da presente invengdo conferem as plantas protegio contra pragas nos
niveis obtidos com pesticidas ou plantas geneticamente modificadas, e sem as
desvantagens destas ultimas. Adicionalmente, os custos de preparaciio e a complexidade
de produgdo s3o muito menores, quando comparados com os de obtengio de pesticidas ou
de transformagdo genética de plantas.

As composi¢des da invengio podem ser empregadas por qualquer processo
conhecido, envolvendo etapas conhecidas, tais como, mistura, granulagio, polvilhamento,
pulverizagdo, aspersdio, peletizagio de sementes, aplicagdo no solo, em 4gua,
comprimidos, entre outros.

De acordo com uma forma preferida da invengdo, o método compreende a
aplicagdo da composigdo, solida ou liquida, no solo ou agua, na vizinhanga proxima da

planta. A composigdo solida pode estar na forma de pd, comprimido, capsula, granulos,
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compdsitos de granulos tendo liberagdo, do(s) ingrediente(s) ativo(s), rapida. prolongada
ou mistura destas tormas. Mais preferencialmente, a composigio estd, em parte, na forma
de liberacio rapida e, em parte, na forma de liberagio prolongada. A aplicagio pode ser
feita na superficie do solo, ou abaixo deste, ou na dgua, proximo as raizes da planta.

Outro método de aplicagiio da composicio baseada em Bacillus, Brevibacillus
e/ou Paenibacillus da invengo, na forma sélida e/ou liquida monofasica ou bifasica, nas
sementes da planta que se deseja proteger contra pragas, especialmente artropodes,
nematdides e moluscos.

A aplicagdo da composigio as sementes pode ser feita por qualquer processo
conhecido, como, por exemplo, por pelicizagdo, spray, imersdo, impregnagio, ou
qualquer outra técnica apropriada. Adicionalmente, as sementes podem ser aglomeradas
através de ligantes apropriados como goma aribica e outros e, em seguida os aglomerados
de semente sdo submetidos a secagem em condigdes apropriadas para manter inalterada a
atividade praguicida da composigio.

Os exemplos a seguir representam concretiza¢des da invencdo. E evidente que
modificagbes que impliquem no uso do conceito inventivo aqui descrito estardio incluidas

no escopo da invencio.

EXEMPLOS
1- Recuperacio na planta, de B. thuringiensis inoculado no solo.

Este experimento teve como objetivb verificar as partes da planta colonizadas
pelo B. thuringiensis, além do tempo de permanéncia da mesma nos tecidos da planta de
algoddo. Esse experimento foi conduzido utilizando uma estirpe de B. thuringiensis
kurstaki que € o padrdo internacional para lepidépteros transformada com o gene green
fluorescent protein (gfp) que expressa uma proteina fluorescente. Desta forma, a estirpe
pode ser diferenciada de outras estirpes de B. thuringiensis.

A toxicidade da estirpe transformada foi comparada com a da estirpe nio
transformada através da reélizaq:éio de bioensaios com larvas de S. frugiperda. Os dados de
mortalidade obtidos foram analisados através de Probits € a concentragdo letal para causar
50% das larvas (CLso) foi determinada. O resultado obtido no bioensaio mostrou que as

CLsg das estirpes (transformada e nio transformada) sdo semelhantes (Tabela 1).

5
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Tabela 1: Resultado das CLsy obtidas com as estirpes de Btk transformadas ¢ ndo
transformadas com gfp (green fluorcscent protein) em larvas de S. frugiperda.

Estirpes I CLg (intervalo de confianca) ng/em” |
Bik i 28,5 (20,2 - 41,9)
! Btk - gfp | 27.4 (20,4 - 39,5) -

O experimento foi realizado dividindo-se as plantas em dois grupos, o primeiro
com wma unica inoculagdo de 5 ml de Btk-gfp e o segundo com inoculacio semanal de 5
ml de Btk-gfp: Para a realizagio deste experimento, a estirpe marcada (Btk-gfp) foi
crescida em meio NYSM em incubador rotativo (200 rpm, 30°C, 48 horas). Em seguida,
120 plantas de algodd@o foram plantadas em vasos plésticos.

Uma vez por semana os tecidos de 3 plantas de cada tratamento tratadas e n#o
tratadas com Btk-gfp, foram coletados para detectar a presenca da estirpe marcada. Para
isso a planta foi submetida a uma esterilizagdo superficial e as estirpes foram isoladaé a
partir do método descrito por Monnerat et al, 2003 (MONNERAT, R.G.; SANTOS, R.;
BARROS, P.; BATISTA, A.; BERRY, C. Isolamento ¢ caracterizagio de estirpes de
Bacillus thuringiensis endofiticas de algodao. Brasilia, DF: Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, 2003. 4 p. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Comunicado
Tecnico, 98).

As colonias bacterianas obtidas * foram analisadas em microscépio de
fluorescéncia para a verificagdo da presenca da fluorescéncia. O experimento foi
conduzido por 9 semanas.

Folhas de cada planta de algoddo coletadas dois dias apds a inoculacio com Btk-
gfp foram oferecidas como alimento para 30 larvas de segundo estagio de S. frugiperda a
fim de verificar a toxicidade das folhas a esses insetos. Essas folhas foram mantidas em
placas de Petri estéreis por 7 dias. Os insetos mortos e 0s que ndo morreram noe ensaio,
foram coletados para reisolamento da bactéria. Para isso esses insetos foram esterilizados
superficialmente, lavados em hipoclorito, macerados em cadinho estéril, e inoculados em
placas de Petri contendo meio NYSM sélido. Apds a germinacgdo, as bactérias foram
observadas em microscopia de fluorescéncia para verificagdo da fluorescéncia.

O tratamento semanal de 5 ml de «u<pensdo proporcionou a recuperagio de Btk-
£{p em todas as partes da planta durante as nove semanas do expertmento (Tabela 2). No
ensaio com plantas tratadas uma unica vez foi possivel detectar o Btk-gfp no solo
autoclavado até a 7* semana e no solo n3o autoclavado até a 9* semana. Nas raizes,

pedunculo ¢ folhas o Btk-gfp esteve foi detectado até a 8° semana tanto em plantas
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cultivadas em solo autoclavado quanto em solo ndo autoclavado. No caule a deteccin

terminou mats cedo, na 7" semana em plantas cultivadas nos dois solos.

Tabeia 2. Deteccao de Bik-gfp em diferentes tecidos de algoddo apds uma unica
aplicagdo de Btk-gfp (U), apos aplicagdes semanais de Btk-gfp (S) e sem a inoculagiio de
Btk-gfp (C).

-

’F Solo Raiz Caule Pedunculo Folha
Semanas | C{U[S{cClUu|S|cJuls|clJuls|[CcIUlS |

0 A T D e e B N B B B
1 S I N T T O B U i T A S

2 B S D DA DA D i i T i N R

F 3 ST T i A S R B S I -+ ]+ ]+ - |+ +
4 ST T T B B S S A T S T S A B I O T B o
5 S T N B B S S A - + | -+ )+ o+ +
6 SO T A T T S B S B B S e S e e T T
7 A R -+ -]+
8 B D A (i D U R A B N R
9 - - - - L+ - - - - -+ -+

Foi detectada a presenca de Btk-gfp em todos os insetos utilizados no
experimento {Tabela 3). A porcentagem de mortalidade foi bastante heterogénea durante
as nove semanas do expertmento. As folhas coletadas no experimento de aplicagdo Unica
causaram mortalidade que variou entre 15 a 80% ém plantas cultivadas em solo
autoclavado. E importante notar que esta mortalidade foi maior entre a terceira e quinta
semanas e que diminuiu apds a quinta semana.

As folhas coletadas no experimento de aplicagdo semanal foram mais toxicas,
chegando a matar 85% ¢ 95% das larvas, apresentando diferencas estatisticas. De forma
similar ao tratamento Unico, o tratamento semanal atingiu o0 maximo de mortalidade entre
a terceira e sexta semana. Mesmo assim continuou matando em um nivel acima de 60% ao

final da nona semana,

g
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Tabela 3: Média da porcentagem de mortalidade a larvas de S, frugiperda alimentadas
com folhas oriundas de plantas tratadas com Btk-gtp uma vez (U) semanalmente (S) e
porcentagem de insetos onde foi detectado o Btk-gfp.

Os resultados indicam que o Btk-gfp é absorvido pelas raizes da planta de
algoddo chegando até as fothas. Os insetos alimentados com folhas tratadas absorvem o

Bt, mas a dose parece ndo estar sendo suficiente para matar todos os insetos.

2: Avaliaciio do desempenho de diferentes formas inoculagio do B. thuringiensis
Diferentes formas de inoculagio do B. thuringiensis foram testadas: adicionados
a sementes, formulados como comprimidos e aplicados em suspensdo, semanalmente
proximo ao caule. Esse experimento foi avaliado semanalmente, trés semanas apos o
plantio das sementes, coletando-se 3 plantas por tratamento oriundas de solo estéril e nio
estéril. A metodologia utilizada para isolamento foi a descrita por Monnerat et al. (2003,
Isolamento e caracterizacio de estirpes de Bacillus thuringiensis endofiticas de algoddo.
Comunicado técnico 98) e as folhas de cada teste foram oferecidas a lagartas de S.

Jugiperda. Em todos os casos foi checada a presenca de fluorescéncia,

A. Preparo das sementes

As sementes foram envolvidas com um inoculante preparado com Btk-gfp. Para
isso foram testadas diferentes composi¢des de inoculantes preparados em diferentes
quantidades de turfa, Btk-gfp liofilizado e agiicar.

Logo apds ser misturada, o inoculante foi incubado durante 7 dias a temperatura
ambiente. As sementes foram entdo plantadas em potes contendo solo estéril e nfio estéril.

Das composigbes de inoculantes testadas, a selecionada para o ensaio, foi a

produzida nas seguintes propor¢des: cem gramas de turfa, Btk-gfp numa concentragio de

U . S
SemanasJ Mortalidade Fluorescéncia Mortalidade Fluorescéncia

0 0 0 0 0

1 25 100 35 | 100

2 45 100 40 100

3 80 100 85 100

4 55 100 40 100

5 80 3 100 75 100

6 55 100 85 100

7 | 15 100 65 100

8 25 100 55 100 |
9 25 100 - 60 100
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3,5% ¢ 80 gramas de agucar previamente adicionados de 50ml de agua destilada
autociavada. Cem gramas de sementes de Gossypium hirsutum foram inoculadas. Este
inoculante apresentou as caracteristicas mais adequadas em termos de consisiGivia e
viabilidade bacteniana. A turfa ¢ um substrato importante para a producio de inoculaates
comerciais gue, tem como caracteristicas a alta retengdo de umidade, facilidade de
processamento, auséncia de toxidade para a bactéria, disponibilidade em grande
quantidade, baixo custo ¢ boa adesdo as sementes. O agiicar foi usado para dar aderéncia
aos ingredientes. A mortalidade variou ¢ entre 25 a 80% com sementes inoculadas por esta

forma.

B. Comprimidos
Os comprimidos foram preparados com base na seguinte composigio: (2) 3,5%

de Btk-gfp liofilizado, (b) 60% amido, (¢} 30% celulose modificada, (d) 3,5% de estearato
e {¢) 3% de agua. O amido serve como veiculo, a celulose modificada como adjuvante de
dispersdio lenta e o estearato como lubrificante. Os comprimidos foram colocados nos
sulcos de plantio proximos ds sementes em potes contendo solo estéril e ndo estéril. A

mortalidade variou entre 15 e 75% no tratamento com comprimidos.

C. Suspensio

Foram preparadas suspensdes contendo 3,5% de Btk-gfp liofilizados por ml de
agua, que ficon bastante homogénea. Foi detectada a presenca de Btk-gfp em todas as
partes das plantas (Tabela 4) ¢ em todos os insetos utilizados no ensaio (Tabela 5), em
todos os tratamentos, exceto na testemunha nfo tratada. A mortalidade, entretanto, variou

entre 15 a 50% no tratamento com suspenséo.

Tabela 4: Detecgio de Btk-gfp em diferentes tecidos de algoddo apds tratamento com
comprimidos (CP), suspensdo (S), sementes inoculadas (1) e controle sem tratamento (C)
testemunha. Coletas efetuadas | vez por semana em plantas cultivadas em solo
autoclavado (A) e ndo autoclavado (NA).

Solo Raiz Caule Pedinculo Folha

A NA A NA A NA A NA A NA
Sem. | ST C[qsS[1|C ST ds[dqs{ildds[Tids[Tiadsitiadsiilaasi

P P P P P P P P p P
0 JE [ I D D U U [ I O (U R O T O e
3 (- H ] A T T T - e o T 2 - [l
RN R N e e ot g e e o
N P e B B v e ry i e e s v i e v g S O e o
| 6 ~+++-+++-+++_+++-+++-+++-+++-+++-+++-++L
A I N e e S e T O P L O ey v v
8 - A L el T T R A H A - T A e T A=
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Tabela 5: Porcentagem de mortalidade a larvas de S.frugiperda (M) alimentadas com
tolhas oriundas de plantas cultivadas em solo auioclavado (A) e ndo autoclavado (NA)
tratadas com Btk-gfp oferecido como comprimidos (CP), suspensio (S), sementes
inoculadas (1) e controle sem tratamento (C) e porcentagem total de insetos onde foi
detectado o Bik-gfp (F).

SEMANAS CP S 1 T
( A NA A | NA A NA A NA
M [F M |F M [F M F M | F M [F M [E |M [F
0 o Jo o fo fofo fo o Jo jo fo [0 o Te [0 0
% 3 15 [100 (15 (100 {15 1100 (25 | 100 |45 [100 |30 |100 |0 |0 |0 |0
4 25 [100° {50 [100 [25 [100 |15 (100 35 100 140 1100 10 o fo o
5 75 1100 130 [100 150 1100 |45 {100 |80 (106 |75 |100 10 [0 |0 |0
6 50 (100 [35 [100 [25 (100 135 (100 {65 [100 |60 {100 |0 |G |0 |0
7 35 1100 |30 {100 [20 (100 [15 [100 125 J100 |30 {100 |0 10 10 |0
8 35 1100 [35 [100 {20 {100 {20 [100 [20 }i00 125 1100 |0 10 10 |0

A mortalidade observada variou entre 15 e 75% no tratamento com comprimidos,
entre 15 a 50% no tratamento com suspensdo e entre 25 a 80% com sementes inoculadas.
De uma forma geral o tratamento com sementes inoculadas foi o que resultou no maior
nimero de larvas, embora estatisticamente néo tenha havido diferencas significativas entre
os tratamentos. Essas diferengas também ndo foram significativas entre o experimento em
solo autoclavado ¢ ndo autoclavado. Os resultados obtidos confirmam a possibilidade de

utilizagdo da composicdo em diferentes formas de aplicagio.




10

15

20

25

1/1

REIVINDICACOES

1. Composicgéo caracterizada por compreender:

a) Bacillus thuringiensis;

b) 60% de veiculo selecionado dentre o grupo de terra diatomécea, argila, areia,
vermiculita, sabugo de milho, carvdo ativado e silicatos minerais, ou suas
misturas, amido, mica, pirofilita e hidrocarbonetos aromaticos;

c) 30% de adjuvante selecionado dentre o corpo de 6leos vegetais, 6leos vegetais
epoxidados, agentes espumantes e protetores contra efeito de luz solar;

d) 3,5% de lubrificante;

e) 3% de agua;

f) Opcionalmente, compreendendo pelo menos uma estirpe bacteriana selecionada
dentre o grupo de Brevibacillus e Paenibacillus.

Composicdo caracterizada por compreender:

a) Bacillus thuringiensis;

b) 60% de amido;

c) 30% de celulose modificada;

d) 3,5% de estearato;

e) 3% de agua;

f) Opcionalmente, compreendendo pelo menos uma estirpe bacteriana selecionada
dentre o grupo de Brevibacillus e Paenibacillus.

Método de controle sistémico de pragas caracterizado por o referido método

compreender tratamento de plantas ou partes de plantas com as referidas

composicoes descritas em qualquer uma das reivindicagoes 1 ou 2.

Método de acordo com a reivindicagdo 3 caracterizado por a referida composigédo

estar na forma solida a ser aplicada na superficie do solo, na &gua, nas

proximidades da planta, ou abaixo da superficie proximo das raizes.
Método de acordo com a reivindicagdo 4 caracterizado por a referida composicéo

ser aplicada as sementes.
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