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RESUMO

Durante a XIV Expedicédo Cientifica do Departamento de Biologia a Illha de Santa
Maria em 2009 recolheram-se 50 amostras de solo e agua a diferentes altitudes e com
diversos cobertos vegetais, as quais foram transportadas para o laboratério de
Entomopatologia para isolamento de bactérias entomopatogénicas. Destas 50 amostras
obtivemos 250 isolados puros. Estes isolados aguardam identificagdo a nivel do Grupo
Bacillus cereus, onde se enquadra o Bacillus thuringiensis. Serao usados métodos
bioquimicos e moleculares. Todos os isolados estdo depositados no Banco de Bactérias de
Bacillus dos Agores | Centro de Investigagao do Recursos Naturais (CIRN).

INTRODUGAO

As bactérias entomopatogénicas sao produzidas e comercializadas para o controlo
bioldgico de pragas no mundo inteiro. Em anteriores expedi¢des cientificas do Departamento
de Biologia, recolheram-se amostras de solo do Corvo, Faial, Pico, Flores e Sdo Miguel. Estes
isolados mostraram actividade contra insectos que presentemente séo importantes pragas
agricolas no Arquipélago (Leite, 2004; Dias et al., 2005).

Bacillus thuringiensis para além de ser patogénica para um grande numero de
insectos, produz citotoxinas (parasporinas) que tém actividade contra células cancerigenas
(Jung, Mizuki et al., 2007; Ohba, Mizuki et al., 2009) e por isso ha interesse em procurar novos
isolados produtores de citotoxinas que tenham as propriedades desejadas.

Com a recolha de amostras de solo de Santa Maria pretendemos isolar Bacillus
thuringiensis que poderao ser depois usados como agentes de controlo biolégico bem como
analisar a sua capacidade de produgéo de citotoxinas e de enzimas.

MATERIALE METODOS
AMOSTRAGEM

Fizeram-se recolhas de amostras de solo em locais seleccionados aleatoriamente na
ilha de Santa Maria (Figuras 1). Em cada local recolheram-se 10 sub-amostras de solo de
cerca de 100 g, obtido até uma profundidade de cerca de 10 cm, sempre que possivel, até ter
sido recolhido um volume total de amostra de 500 cm3. As sub-amostras foram
homogeneizadas num saco plastico, etiquetadas e transportadas para o laboratorio.
Registou-se o local de amostragem, a altitude e coberto vegetal. Entre as amostragens dos
diferentes locais o material de recolha foi devidamente limpo.
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Figura 1 - Distribuicdo das 50 amostras recolhidas na llha de Santa Maria.

ISOLAMENTO

Nao existe nenhum meio selectivo para Bacillus sp. Geralmente, submetem-se as
amostras a um tratamento de altas temperaturas e, depois, a crescimento aerébio. Os
esporos que estas bactérias produzem em condigbes adversas sdo resistentes a estas
temperaturas (Lacey, 1997; Alberola et al., 1999).

Assim, de cada amostra de solo homogeneizada, retiraram-se 4 g, que foram
posteriormente suspendidos em 9 ml de Soro Fisiolégico estéril. Esta suspensao foi ao vortex
para homogeneizar, e aquecida a 80 °C durante 10 minutos para eliminar células vegetativas.

Fizeram-se diluigbes decimais seriadas até a 10° com soro estéril. Espalharam-se 0.1
ml das diluigbes 10% e 10° em caixa de Petri com Meio T3 agarizado. Incubou-se a 28 °C
durante 24 horas. Apds este tempo de incubagao, retiraram-se 5 colonias das placas e
efectuou-se uma selecgao de acordo com a forma da coldnia, textura e cor e isolaram-se as
colénias até serem obtidas culturas puras.

CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA

A caracterizag&o bioquimica foi realizada através dos testes AMC, Carbohidratos e
anaerobiose, com base no trabalho de Lacey (1997). Seleccionaram-se os isolados cujo
resultado do teste for positivo para o AMC, negativos para os carbohidratos e anaerdbicos
facultativos, por pertencerem ao grupo dos Bacillus cereus.
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CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

A caracterizagdo morfoldgica dos isolados pertencentes ao grupo Bacillus cereus foi
feita ao microscdpio de contraste de fase, sob a objectiva de 100 x (ampliagéo total de 1000
vezes). Registou-se a forma, a dimenséao, a mobilidade das células, a existéncia do esporo e
do corpo paraesporal quando presente e a respectiva forma e posigédo. A forma do cristal é
uma caracteristica Unica de Bacillus thuringiensis.

Na identificagdo de B. thuringiensis, utilizou-se como base de referéncia duas estripes
de B. thuringiensis conhecidos: B. thuringiensis var. israelensis e B. thuringiensis var.
kurstaki, gentilmente cedidos pelas Doutoras Carla Cabral e Luisa Oliveira, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a expedicao, recolheram-se 50 amostras em Santa Maria, a maioria delas
abaixo dos 400 m altitude, onde habitualmente existe a maior densidade de insectos (Tabela 1).

Recolheram-se amostras em locais com diferentes coberturas vegetais, de modo a
obter uma amostragem representativa (Tabela 2).

Até a presente data, tratamos 50 amostras de terra de Santa Maria para a presenga de
Bacillus (Tabela 2). Destas 50 amostras, obtiveram-se 250 isolados puros, que aguardam
identificagédo de presenga do corpo parasporal.

Todos os isolados puros obtidos durante a Expedigao Cientifica do Departamento de
Biologia a Santa Maria, fazem parte do Banco de Bactérias de Bacillus dos Agores, onde
estaoregistados.

Tabela 1 - Distribuicdo de amostras recolhidas na ilha de Santa Maria por classes de altitude.

Altitude (m) Santa Maria
0-50
51-100
101-200
201-300
301-400
401-500
501-600

(ML e E )

Tabela 2 - Distribuigdo de amostras recolhidas em cada coberto vegetal na ilha de Santa Maria.

Cobertura Vegetal Santa Maria
Terra Cultivada 12
Mato 19
Erva 13
Agua 6
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