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SANTOS, F.P. Caracterizacdo de isolados de Bacillus thuringiensis com potencial para
controle de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae). 2010. p4g.46 Tese de
Doutorado em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, 2010.

RESUMO: Aedes aegypti (Linnaeus), principal vetor do virus da febre dengue no Brasil, tem
sido combatido com o uso macico de produtos quimicos, contribuindo com o aparecimento de
populagdes resistentes, dificultando ainda mais o controle do inseto. Atualmente uma
alternativa para este controle é a utilizagdo de bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis
israelensis. A atividade larvicida desta linhagem esté relacionada com a producéo de inclusdo
parasporal que é sintetizada durante a esporulacdo. Estes cristais protéicos sdo compostos por
variacOes de proteinas Cry e Cyt. Estas proteinas sdo sintetizadas na forma de protoxinas,
portanto, sua agdo depende da ativacdo, a qual ocorre no intestino do inseto mediante a
alcalinidade do meio. A acdo destas toxinas causa a paralisia do aparelho digestorio,
ocasionando morte por inanicdo, paralisia geral dos musculos e septicemia. Diante de diversas
vantagens apresentadas pelos bioinseticidas, varios trabalhos sdo desenvolvidos com o intuito
de isolar novas linhagens bacterianas com potencial entomopatogénico. Para estes estudos
utiliza-se metodologias como a caracterizacdo genética, que possibilita discriminar isolados
bacterianos através do conhecimento de seu genoma. A técnica utilizada é a de Reacdo de
Cadeia da Polimerase (PCR) que envolve a sintese enzimatica in vitro de um segmento
especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase e com a aplicacéo de iniciadores
(“primers”) que delimita as sequencias especificas. Esta técnica permite estudos de
diversidade de linhagens propiciando o isolamento de novos agentes bioldgicos com potencial
entomopatogénico. A forma de teste in vivo da real atividade toxica sobre o inseto é a
metodologia de bioensaio, que consiste em expor 0s seres vivos alvo a uma determinada
substancia, sob condigdes controladas

Palavras-chave: Controle bioldgico. Bioensaio. PCR. Diptera. Dengue.



SANTOS, F.P. Characterization of isolates of Bacillus thuringiensis with potential to
control Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae). 2010. Page 46. PhD Thesis in
Agronomy — Universidade Estadual de Londrina, 2010.

ABSTRACT: Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), the main vector of dengue fever in Brazil, has
been controlled by the massive use of chemical products. This technique has fostered the
upsurge of resistant mosquito populations and hindered the control of the insect. Currently,
bioinsecticides containing Bacillus thuringiensis israelensis Berliner are an alternative for
vector control. The larvicidal activity of the lineage is related to the production of parasporal
inclusion, which is synthesized during sporulation. These proteic crystals are made of
variations of the Cry and Cyt proteins, which are synthesized as protoxins; therefore, their
action depends on the activation caused by the medium alkalinity of the intestinal tract of the
insect. These toxins cause paralysis of the digestive system, leading to death by inanition,
generalized muscle paralysis, and septicaemia. The advantages of bioinsecticides have led to
significant efforts to isolate new bacterial lineages with entomopathogenic potential. One of
the methodologies used in such studies is genetic characterization, which allows for the
discrimination of bacterial isolates according to genome. The technique used is Polymerase
Chain Reaction (PCR), which consists of in vitro enzymatic synthesis of a specific DNA
segment in presence of the DNA polymerase enzyme and the application of primers to
determine specific sequences. This technique allows for studies on lineage diversity leading to
the isolation of new biological agents with entomopathogenic potential. The bioassay
methodology consists of in vivo tests of the actual toxic effect of a specific product on live
specimens, under controlled conditions.

Keywords: Biological control. Bioassay. PCR. Diptera. Dengue.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt et s s es s e 01
2 REVISAO DE LITERATURA ..ot 03
2.1 Biologia, importancia medica e métodos de controle de Aedes aegypti.........cccceevveunenee 03
2.2 Caracteristicas gerais de Bacillus thuringiensis. ..o 05
2.3 Bacillus thuringiensis SUDESP. ISFABIENSIS ..........eeiviiiiiiiiiiiiie e 11
2.4 Técnica de PCR (Reagao de Cadeia da POlIMErase) ..........ccocerverieneiie e 11
2.5 Produc@o de B. thUIINGIENSIS .......eeiieeiiiiiiiiii ettt 13
2.6 BHOBNSAIO ....cvie et ettt ettt 15
BREFERENCIAS ...ttt bbbttt st es et b bt 16

4 ARTIGO: Prospecgao de novas linhagens de Bacillus com potencial utilizacio para

controle de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)

o A 11 £ o 1ot Vo FO TSP P R OPPPPRURTPRPPRN 25
4.2 Material € METOUOS ........eieeeieie ettt ettt ettt sb e e e 26
4.2.1 LinNagens BaCterianas.........ccooieiiiiiieiiiiriiiis ettt e n et e nree e 26
4.2.2 ProduGao d€ eSPOr0S € CrISLAIS ........eerviriuieiiieiieitiestste ettt ettt e nne b 27
4.2.3 BIOBNSAIOS ....cueeuiiietieie ittt sttt etttk e es etk eh e eb et et et et e e er e 28
4.2.4 REAGAD U PCR ...ttt ettt et ettt e re e ne e 29
4.3 RESUITATUOS .....ecveee et ettt ettt et b et e ettt et b b aree s 30
4.3.1 BIOENSAIO SEIBTIVO. ....coiiiiie ettt are e 30
4.3.2 Bioensaio quantitativo (CLsp € CLg5) .. ..cuerureiieiiieiiieiicee et e 32
4.3.3 Bioensaio (CLsg € CLgs) em diferentes temMPeraturas..........ccooeverveeereeeieneeeiieesseeeenneas 33
4.3.4 Bioensaio (CLsg e CLgs) em diferentes concentragdes hidrogenionicas ...............c........ 33
4.3.5 Caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Bacillus thuringiensis............c.cccceeeenenn. 34
4.4 DIHSCUSSEOD ....vveueseeteeseetente et st bess e st be e bt et e s s es e et eh e st eh e eeeh b eh et ee e e ee £t ehen et e en et 36
4.5 CONCIUSAOD ..otttk ettt bbbttt e bt et bbbt eaeeanee s 40

B, REFERENCIAS .. .ottt e e e e et e e e e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e aens 40



1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é transmissor do virus da
dengue e da febre amarela urbana para o homem. E antropofilico, sinantropico e as fémeas
depositam seus ovos preferencialmente em local com 4gua parada e com pouca quantidade de
matéria organica.

A urbanizacgdo desordenada, que ocorre na maioria dos municipios brasileiros, acarreta
problemas de infraestrutura como o acumulo de lixo em locais impréprios e sistemas de
drenagem de agua e esgoto ineficientes. Estes fatores aliados ao clima tropical favorecem o
aparecimento de criadouros artificiais deste mosquito, principalmente nos meses onde a
temperatura € mais elevada.

A dengue na forma classica acomete a maioria dos que se infectam, causando, muitas
vezes, reclusdo temporéria com prejuizos das atividades profissionais, afetando diretamente
sua qualidade de vida. A febre dengue hemorrégica é uma doenga grave que pode levar a
Obito.

No Brasil, as larvas de A. aegypti sdo controladas, através do organofosforado
Temephos. Este larvicida ndo tem seletividade para os organismos alvo e tem sido constatadas
populagdes de mosquitos resistentes ao organofosforado. A partir do ano de 2000, houve
algumas tentativas de se introduzir nas campanhas, larvicidas bioldgicos seletivos a base de
Bacillus thuringiensis israelensis.

A bactéria Bacillus thuringiensis Berliner apresenta variedades toxicas contra insetos
das ordens Lepidoptera (borboletas e mariposas), Coleoptera (besouros) e Diptera (mosquitos
e moscas). Mais recentemente, novos isolados desta espécie tém se mostrado ativos contra
nematddeos, acaros e protozodrios e diversas pesquisas estdo sendo direcionadas na procura
de novas linhagens toxicas. No Brasil, destacam-se os trabalhos desenvolvidos pelo Instituto
Oswaldo Cruz (RJ (ARANTES et al., 2002).

Bacillus thuringiensis € uma bactéria de solo Gram-positiva que durante a fase
vegetativa e de esporulagdo, produz proteinas com atividade entomopatogénica. Entre as
proteinas produzidas por B. thuringiensis, as que apresentam maior interesse para o controle
de insetos-pragas sdo as o-endotoxinas, denominadas também como proteinas-cristal ou
proteinas Cry. As diversas proteinas Cry possuem especificidades diferentes contra ordens de
insetos (HOFTE e WHINTELEY, 1989; SCHNEPF et. al., 1998; DE MAAGD et. al., 2003).



Segundo Lecadet et al. (1999), a classificacdo das linhagens da espécie B.
thuringiensis, é baseada nas propriedades bioquimicas e composi¢ao do antigeno flagelar, ndo
levando em consideracéo o perfil de toxicidade apresentado pelas linhagens, o qual é definido
principalmente pelo tipo de d-endotoxina produzida. Também, esta diversidade de linhagens
demonstra o elevado grau de variabilidade genética apresentado pela espécie.

Dentre as espécies de B. thuringiensis destaca-se B. thuringiensis subsep. israelensis,
isolada nos anos 1970 em Israel, a qual é a primeira bactéria utilizada em programas de
controle bioldgico de dipteros em todo o mundo. Apresenta atividade inseticida contra larvas
de mosquitos pertencentes aos géneros Aedes e Culex. Também possui acdo toxica contra
larvas de mosquitos da familia dos Simuliidae (borrachudos), insetos transmissores de
patdgenos como o da oncocercose, cujas picadas causam intenso desconforto, reacdes
alérgicas e infeccbes na pele. E totalmente indcua a outros invertebrados, ao homem e a
outros mamiferos, bem como a vertebrados aquaticos e plantas.

A atividade larvicida do B. thuringiensis israelensis esta relacionada a producéo de da
d-endotoxina, sintetizada durante o processo de esporulagdo. A toxina produzida ndo
permanece associada ao endosporo, sendo liberada no meio de cultivo. Entretanto, em
algumas subespécies ativas contra dipteros, ocorre a formacéo de cristais protéicos formados
também por toxinas citoliticas.

Por se tratar de biotecnologia em pleno desenvolvimento, fazem-se necessérios
estudos que visem selecionar novas linhagens de bactérias de amostras de solo, com
capacidade patogénica superior aos microrganismos utilizados atualmente, mantendo-se a
mesma especificidade ao organismo alvo.

A presente pesquisa teve como objetivos, selecionar, em condi¢Bes de laboratério, a
eficacia de 27 isolados de B. thuringiensis, para o controle de larvas de Aedes aegypti; bem
como verificar a patogenicidade dos melhores isolados sob diferentes condi¢des abioticas,

tais como temperatura e pH e realizar a caracterizacdo genética dos isolados selecionados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biologia, importéancia médica e métodos de controle de Aedes aegypti

Os insetos da familia Culicidae, que agrupa mais de 3.000 espécies, recebem a
denominagdo de mosquitos, pernilongos, murigocas ou carapands, conforme a regido. Séo
encontrados desde o Artico até os mais remotos oasis do deserto, altitudes acima de 5.500
metros a 1.250 metros abaixo do nivel do mar (LOZOVEI, 2001). Algumas espécies estdo
restritas a determinadas regides, outras, como alguns mosquitos do subgénero Culex Linnaeus
1758, séo cosmopolitas (FORATTINI, 1962).

Os culicideos sdo vetores de agente etiolégicos de doencas como: protozoose
(maléria), viroses (febre amarela, febre dengue, encefalites) e helmintose (filariose
bancroftiana). Além da capacidade vetorial, é necesséario destacar a perturbacdo trazida por
esses insetos as populacdes humanas, devido ao habito hemat6fago (LOPES, 2002).

Segundo Forattini (1962), Culicidae colonizam tanto criadouros naturais como
artificiais, no solo ou em recipientes. O aumento desordenado da populagdo urbana
desencadeia problemas no setor habitacional, levando & precariedade das condicbes de
higiene, a falta de infraestrutura bésica, entre varias outras situagdes. Estas condi¢cdes podem
favorecer o aumento populacional do A. aegypti, mosquito transmissor do virus da dengue,
consequentemente o aumento de casos desta virose, principalmente na regido tropical. Lopes
(2002) destaca que o descarte pelo homem, de recipientes com capacidade de retengdo de
agua, favorece a procriagdo de grupos de individuos de uma populacdo de mosquitos dotada
de plasticidade genética que permite o desenvolvimento nesses criadouros artificiais, sendo
esse um passo fundamental para a domiciliacdo de algumas espécies silvestres, aumentando,

em conseqliéncia, os problemas de salde publica.

Segundo dados da Organiza¢do Mundial de Sadde (2010), o dengue esta presente em
mais de 100 paises, apresentando uma expanséo nas Ultimas décadas. Cerca de 2,5 bilhdes de
pessoas estdo expostas ao risco desta virose. O mesmo 0rgdo estima que ocorra mais de 50
milhdes de casos da doenga por ano no mundo. Em 2007, mais de 890.000 casos foram
relatados nas Américas, sendo 26.000 casos de febre hemorrégica (WHO, 2010). As principais

causas do aumento da dengue durante os Ultimos anos, foi o crescimento rapido e



desorganizado das cidades, industrializacdo, praticas de estocagem de &gua, a migracéo
populacional, entre outros (KROEGER et al., 1995; BATRA et al., 2000)

Aedes aegypti é o principal vetor do do virus da dengue e febre amarela urbana no
Brasil e nas epidemias de dengue registradas foi verificada a presenga dos trés sorotipos do
virus (D1, D2 e D3). E um mosquito sinantropico, domiciliado, reconhecido por apresentar
tegumento e escuto ornamentado com escamas branco-prateadas, formando um desenho em
forma de lira na regido dorsal do torax. Tém preferéncia por colocar os ovos em recipientes
artificiais, representados por pneus, latas, vidros, cacos de garrafa, pratos de vasos de xaxins,
vasos de cemitério, caixas d agua, tonéis, latdes e cisternas abertas, lagos artificiais, piscinas e
aquarios abandonados, entre outros (LOPES, 2002). As fémeas sdo hemat6fagas e apresentam
concordancia gonotréfica, sendo mais ativas a realizarem repastos sanguineos por ocasido do
creplsculo matutino e vespertino (FORATINI, 2002). Os ovos sdo colocados principalmente
na parede do criadouro, logo acima do nivel da &gua e, em porcentagens menores, podem
resistir por mais de um ano contra a dessecagédo (FORATINI, 2002).

A falta de educagdo ambiental e consequente aumento do lixo jogados nas ruas ou
acumulados no peridomicilio, tem favorecido a proliferacdo de criadouros desse mosquito nas
regibes tropicais, e essas condi¢bes tem contribuido com o numero de doengas causadas pelo
agente etioldgico veiculado por esses mosquitos (GUBLER, 1998).

A. aegypti foi introduzido no Brasil durante o periodo colonial, provavelmente na
época do trafico de escravos (CONSOLI e OLIVEIRA, 1998). Em 1955 tinha sido
considerado como erradicado, porém, em 1967 ocorreu a reinvasdo na cidade de Belém do
Pard, sendo erradicado ainda na década de 1960. No Estado do Rio de Janeiro, o vetor surgiu
em 1977 e em Roraima, no inicio da década de 1980 (CONSOLI e OLIVEIRA, 1998).

Paralelamente & reintrodugdo de Ae. aegypti no pais, iniciou-se progressiva
propagacao do dengue iniciado por Roraima, Rio de Janeiro, Alagoas, Ceara, Minas Gerais,
Bahia, Pernambuco, Séo Paulo, Mato Groso do Sul e Tocantins, progredindo para todos 0s
estados brasileiros, com excecéo dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (TAUIL,
2002).

De acordo com Kroeger et al. (1995), o conhecimento fragmentado sobre a doenca,
transmissdo e prevencdo, € um importante fator para falta de agbes antropicas na prevengdo da
doenca. Pelo fato de ndo haver vacinas ou drogas para o tratamento da dengue, Batra et al.

(2000) aponta o controle do vetor como a melhor escolha para o combate da doenga.



Lozovei (2001) aponta trés tipos de controle do inseto, o fisico que consiste na
eliminacéo de criadouros e na instalagdo de telas e mosquiteiros, além dos controles quimicos
e bioldgicos.

O controle quimico é o mais utilizado no mundo todo e alguns produtos merecem
destaqgue como o Dicloro Difenil Dicloroetano, Methoprene, Diflubenzuron e o mais
utilizado, o organofosforado Temephos (CUNHA, 2001; LOZOVEI, 2001). Eles s&o muito
eficientes contra estes insetos vetores, todavia ndo sdo especificos, podendo atuar em insetos
benéficos, assim como em outros animais, inclusive em humanos. Também podem facilitar o
aparecimento de populagdes resistentes de insetos, diminuindo assim a eficiéncia dos
produtos (VILARINHOS et al. 1998; WIRTH et al. 2007), conseqlientemente a resisténcia
evidente das populagdes de insetos (BRAGA et al. 2004).

O terceiro tipo de controle, o bioldgico, parece ser 0 mais promissor para o controle de
vetores e pragas, pois ndo causam impacto ambiental e é seguro para o homem, (LOZOVEI,
2001).

Dentre as alternativas bioldgicas os inseticidas a base de bactérias sdo os mais
utilizados e dentre as bactérias destacam-se o Bacillus sphaericus e o B. thuringiensis, que
com as suas inumeras variedades sdo o0s responsaveis por 90-95% do mercado de
bioinseticidas (POLANCZK e ALVES, 2003; PRACA et al, 2004; WHO, 2010).

2.2 Caracteristicas gerais de Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis foi descrito em 1915 na Alemanha, isolado a partir de traga de farinha
(Anagasta kuehniella, Keller 1879). Anteriormente, em 1902, no Japdo, o pesquisador
Ishiwata j& havia isolado uma bactéria a partir de Bombyx mori, que posteriormente se soube
ser também uma subespécie de B. thuringiensis. A comercializacdo de produtos a base desta
bactéria s6 se iniciou em 1938 na Franca, com o bioinseticida comercializado sob 0 nome de
“Sporeine” (VIDAURRE, 1996; MELO-SANTOS et al., 2001; CAPALBO et al., 2004;
BRAR et al., 2006; GAMMON et al., 2006; ZHANG et al., 2006; OSBORN et al., 2007).

Pertencente a familia Bacillaceae, a qual engloba a maioria das espécies formadoras de
esporos, B. thuringiensis é um bastonete Gram-positivo, com célula vegetativa de 1,0 a 1,2um
de largura por 3,0 a 5,0um de comprimento, geralmente movel. O esporo dessa bactéria
possui formato elipsoidal e localiza-se na regido central ou paracentral quando no interior da

célula mae. A espécie € aerdbia ndo estrita com faixa de temperatura de crescimento entre 10



e 45 °C. B. thuringiensis apresenta um amplo complexo enzimético, o que lhe permite utilizar
uma variedade de substratos. A principal caracteristica que distingue a espécie das outras do
mesmo género € a presenca intracelular de um cristal protéico (HABIB e ANDRADE, 1998;
GLARE e O’CALLAGHAN, 2000; MORAES et al., 2001; VILAS-BOAS et al., 2007).

Devido as suas caracteristicas fisioldgicas como formacéo de esporos e metabolismo
aer6bio ndo estrito, B. thuringiensis apresenta resisténcia a condi¢des adversas, o que
contribui para seu alto potencial no controle bioldgico (MOARES et al., 1998).

O cristal protéico tipico de B. thuringiensis €, em geral, produzido durante a
esporulacdo e constitui o principal ingrediente ativo dos bioinseticidas a base dessa bactéria.
Este cristal é toxico para varias espéecies de insetos, destacando-se no controle de Lepiddptera,
Diptera e ColeOptera. Porém, ha subespécies de B. thuringiensis que apresentam cristais
toxicos contra insetos das Ordens Hymenoptera, Hemiptera, Ortoptera, Phthraptera e também
para alguns nematoides, protozoarios e &caros (SCHNEPF et al., 1998; GLARE e
O’CALLAGHAN, 2000; BRAR et al., 2006).

Os cristais de B. thuringiensis sdo formados principalmente por proteinas
denominadas Cry, também conhecidas como d-endotoxinas, e por proteinas citoliticas (Cyt)
(BRAVO et al., 2007). Ao final da esporulac&o, o cristal protéico corresponde a cerca de 20%
a 30% do peso seco da célula, sendo liberado no momento da lise celular (GLARE e
O’CALLAGHAN, 2000; ARANTES et al., 2002). A Figura 2.1 apresenta esporos e cristais
de B. thuringiensis liberados com a lise celular, vistos em microscopio 6ptico com aumento
de 1000 vezes.
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Figura 2.1. Cultura esporulada de B. thuringiensis subesp. israelensis, evidenciando os
esporos elipsoides (seta vermelha) e os cristais protéicos arredondados (seta azul). Aumento
de 1000 vezes. Coloragdo: Amido-Black e Fucsina.

Fonte: Cedido por Dr2 Gislayne Fernandes Lemes Trindade Vilas-B6as; Laboratério de
Bioinseticida / Departamento de Biologia Geral/ Universidade Estadual de Londrina.

Bacillus thuringiensis ja foi isolado de diversos ambientes, destacando-se solos,
insetos vivos ou mortos, grdos estocados, amostras de &gua, entre outros. Embora muitos
sorotipos tenham sido isolados de amostras de solo, sabe-se que o esporo pode persistir por
muito tempo neste ambiente, porém essa bactéria ndo € capaz de se multiplicar naturalmente
no solo ou na &gua. Pesquisas recentes apontam o inseto como o hébitat de B. thuringiensis,
pois € principalmente neste ambiente que ocorre sua multiplicagdo e interacGes genéticas
(VILAS-BOAS et al., 2000; SUZUKI et al., 2004; RAYMOND et al., 2008).

O cristal protéico existente no protoplama celular de Bacillus thuringiensis foi
descoberto em 1953 por Hannay (LERECLUS et al., 1993; HABIB e ANDRADE, 1986;
BRAVO et al., 2007). A proteina Cry, principal constituinte deste cristal, e a Cyt que
caracterizam a espécie, sdo codificadas por genes que geralmente se localizam em plasmidios
e, com menor freqiiéncia, no cromossomo bacteriano.

De acordo com a definigdo mais aceita, uma proteina é considerada Cry quando forma
uma inclusdo paraesporal (cristal) em B. thuringiensis, exibe algum grau de toxicidade a

insetos alvos ou apresente seqiiéncia de aminoacidos similar a uma proteina Cry j& descrita



(SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 2007). Atualmente estdo descritas 64 familias de
proteinas Cry (CRICKMORE et al., 2010).

Durante muito tempo, a nomenclatura das proteinas Cry foi feita de acordo com o
inseto-alvo, desta forma, eram classificadas como Cry | as proteinas toxicas a Lepdoptera,
Cry Il toxicas a Lepdoptera e diptera, Cry Il contra Coleoptera, Cry IV contra Diptera.
Devido as constantes descobertas de novas proteinas Cry, tal sistema mostrou-se inconsistente
e, atualmente a classificagdo é feita baseando-se na seqliéncia de aminoécidos das proteinas.
Periodicamente, o banco de dados on-line sobre proteinas de B. thuringiensis atualiza a
classificacdo e nomenclatura de tais proteinas (CRICKMORE et al., 1998; 2010).

Uma mesma subespécie de B. thuringiensis pode conter vérias copias de um mesmo
gene cry ou de genes cry diferentes, sendo que as proteinas produzidas por estes genes
poderdo formar um ou mais cristais (LERECLUS et al., 1993; GLARE e O’CALLANGHAN,
2000). Estas proteinas Cry sdo sintetizadas na forma de protoxinas, portanto, sua agao
depende da ativacdo, a qual ocorre no inseto. Atualmente, ha dois modelos, baseados em
dados experimentais, que explicam o modo de agdo das toxinas Cry. As primeiras etapas
desses dois modelos sdo idénticas: ap6s a ingestdo dos cristais, esses sdo solubilizados no
intestino do inseto, com pH alcalino, liberando as protoxinas que sofrem clivagem por
proteases. Ao final dessas etapas, sdo formadas toxinas ativas, com cerca de 60 a 70% do
tamanho da protoxina. A toxina ativa é capaz de ligar-se a receptores especificos presentes
nas células das microvilosidades intestinais do inseto (SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al.,
2007).

O modelo de a¢do denominado “formagdo de poros” é o modelo mais antigo para se
explicar o modo de acéo destas toxinas e parece ser 0 mais comum entre as diferentes ordens
de insetos (Dipteros, Lepiddpteros e Coledpteros). Segundo esse modelo, a ligagdo da toxina
com receptores especificos levaria a formacdo de oligdmeros de toxinas, os quais se ligariam
a receptores secundarios da membrana da célula intestinal. Como resultado dessa ligacéo,
ocorreria a insercdo da toxina oligomeérica na membrana da célula epitelial intestinal,
resultando em poros nesse epitélio (Fig. 2.2) (HABIB e ANDRADE, 1986; BRAVO et al.,
2007; BRAVO e SOBERON, 2008).

O modelo mais atual que explica a acdo de toxinas Cry é denominado “sinal de
transducdo” e foi estudado em apenas poucos insetos-alvos. De acordo com esse modelo, a
ligacdo da proteina Cry com receptores especificos, induziria uma seérie de reagBes
intracelulares, que envolvem a proteina G e a adenilato ciclase, resultando no aumento da

concentracdo de adenosina monofosfato (AMP) ciclico intracelular e ativagdo da proteina



quinase A. Todas essas alteracBes levam a um desequilibrio da pressao interna celular,
danificando-a (Fig. 2.2) (BRAVO E SOBERON, 2008).
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Figura 2.2. Modos de acédo das toxinas Cry. Os passos 1 a 3 sdo iguais nos dois modelos. O
modelo “formac&o de poros” esta representado na por¢ao superior pelos nimeros 4 a 6. A
etapa 4 refere-se a oligomerizacao das toxinas, a 5 a ligacdo ao segundo receptor e a etapa 6 a
insercdo da toxina na membrana e formacgéo dos poros. O modelo “sinal de transducdo” esta
representado na porcao inferior pelos nimeros 4a e 5a. A etapa 4a refere-se a ligacdo da
toxina ao receptor e estimulacdo da proteina G, que estimularia a adenilato ciclase (etapa 5a) e
ap6s uma série de reacdes em cascata, comprometeriam o equilibrio interno celular.

Fonte: BRAVO e SOBERON, 2008.

A acdo das toxinas, seja por qualquer um dos modelos, resulta na paralisia do aparelho
digestorio, ocasionando morte por inani¢do, paralisia geral dos musculos e septicemia
(HABIB e ANDRADE, 1986; BRAVO et al., 2007; BRAVO e SOBERON, 2008;
VALLETE-GELY et al., 2008).

Como grande parte dos genes cry localiza-se em plasmidios conjugativos, 0s sorotipos
podem apresentar uma grande combinacdo de genes, 0 que resulta na ampla variedade de
perfis de toxicidade (LERECLUS et al., 1993; CAPALBO et al., 2004).

A transcricdo da maioria dos genes cry é dependente do fator sigma, produzido

durante o processo de esporulacao, por isso a maior parte das proteinas que compdem o cristal
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é produzida durante essa etapa. Apenas uma pequena parcela de genes cry é regulada
independentemente da esporulagdo, sendo, portanto, expressos também durante o crescimento
vegetativo. Em ambos os casos, a proteina Cry é fruto do metabolismo secundario
(LERECLUS etal., 1993; ARANTES et al., 2002).

A massa molecular das proteinas Cry varia entre 40 e 140KDa. A molécula destas
proteinas é globular, formada por trés dominios estruturais ligados entre si por pequenas
pontes. Até o momento, seis proteinas Cry tiveram suas estruturas bem determinadas por
cristalografia de raios-X. Estas proteinas apresentaram um alto grau de similaridade entre seus
dominios, o que indica que apresentam um modo de acdo bastante similar. O dominio 1 (N-
terminal) € formado por cadeias polipeptidicas com formato de a-hélices, sendo uma central
(hidrofébica), cercada por 6 cadeias marginais. O dominio 2 é composto por trés cadeias
polipeptidicas antiparalelas com formato de B-folha pregueada. J& o dominio 3 apresenta o
formato de B-sandwich (BRAVO et al., 2007).

Embora estudos atuais indiquem que vérias porcdes dos diferentes dominios da
proteina se insiram na membrana no momento de formagdo dos poros, acredita-se que o
dominio 1 seja o principal responsavel pela inser¢cdo (NAIR e DEAN, 2008). Os dominios 2 e
3 apresentam similaridades estruturais com cadeias polipeptidicas que se ligam a carboidratos
e estariam envolvidos principalmente no reconhecimento de receptores presentes na
membrana das células dos insetos-alvo (BRAVO et al., 2007).

As proteinas Cyt fazem parte da inclusdo paraesporal de B. thuringiensis que apresenta
atividade hemolitica. Estas proteinas sdo formadas por apenas um dominio, composto por
duas cadeias exteriores em forma de a-hélice, e uma cadeia interna em forma de p-folha
pregueada. Atualmente sdo conhecidas 32 proteinas Cyt (CRICKMORE et al., 1998; BRAVO
et al., 2007; CRICKMORE et al., 2010).

Assim como as proteinas Cry, as Cyt também s8o sintetizadas na forma de protoxinas.
No interior do inseto, as proteinas Cyt sofrem quebras, liberando a toxina ativa. Ao contrario
das proteinas Cry, Cyt ndo se liga a receptores especificos da membrana celular, e sim,
diretamente aos lipidios da membrana. Apds sua ligacdo, as proteinas Cyt induzem a
formacéo de poros ou agem desestruturando a bicamada lipidica das membranas (BRAVO et
al., 2007).

Varios estudos tém demonstrado ocorrer um efeito sinergistico entre as proteinas Cry e
as proteinas Cyt, ou seja, a maior toxicidade é devida a interacdo das proteinas, onde uma
potencializa o efeito da outra. (OSKAN, 2003; BRAVO et al., 2007).
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2.3 Bacillus thuringiensis subesp. israelensis

Algumas espécies de Culicidae classificadas como de importancia médica por
veicularem patdgenos para 0 homem e outros animais, j& apresentam resisténcia a inseticidas
quimicos. Durante muito tempo procurou-se uma subespécie de B. thuringiensis capaz de
controlar com eficiéncia as populagdes de Diptera. Em 1976/77, Goldberg e Margalit
descreveram a variedade israelensis isolada a partir da 4gua de uma lagoa de alta salinidade.
Esta subespécie apresentou-se com alto potencial no controle de larvas de algumas espécies
de Diptera. Desde entdo, B. thuringiensis israelensis vem sendo aplicado no controle
biolégico (GOLDEBERG e MARGALIT, 1977; BECKER e MARGALIT, 1993,
VIDAURRE, 1996; CAPALBO et al., 2004).

Devido ao seu complexo modo de agdo, é dificil encontrar dipteros resistentes as
toxinas de B. thuringiensis israelensis. Esta subespécie tem sido utilizada para controle de
culicideos em vérios paises da Africa, nos Estados Unidos, na China, na Alemanha, Brasil e
na Australia (BECKER e MARGALIT, 1993; OSKAN et al., 2003; RUSSEL e KAY, 2008).

A seguranga ambiental de B. thuringiensis israelensis tem sido estudada e numerosos
testes com animais ndo-alvos realizados. Em alguns estudos com mamiferos, por exemplo,
fez-se a administracdo de doses altas de Bti (10° bactérias/animal) via subcutanea, oral,
intraperitoneal, ocular e por inalacdo; estes testes revelaram que esta subespécie é indcua para
mamiferos. Além desses estudos, 0 ndo haver registro de maleficios a outros animais em
locais onde produtos com este agente entomopatogénico sdo utilizados, comprovam sua
seguranga ambiental. Seu uso € permitido nos Estados Unidos desde 1981 (BECKER &
MARGALIT, 1993).

O cristal protéico desta variedade é formado basicamente por variacdes de proteina
Cry e Cyt; em geral, tem forma arredondada, sendo composto principalmente pelas proteinas
Cry: CrydA (125KDa), Cry4B (134KDa), Cry 10 e Cryl1A (67KDa).

2.4 Técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

Avancos na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de métodos baseados
no DNA, capazes de diferenciacdo inter e intraespecifica de B. thuringiensis. Tais métodos
podem diferenciar isolados, podendo também ser empregados na determinagdo da
presencga/auséncia dos genes cry (PINTO e FIUZA, 2003, POLANCZYK e ALVES, 2003).
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Com a caracterizagdo genética, € possivel discriminar isolados de B. thuringiensis
(FRUTOS et al., 1994). Sdo conhecidas vérias aplicacdes da tecnologia do DNA
recombinante no controle bioldgico de insetos, sendo que a maioria dos exemplos provém de
bactérias, principalmente empregando B. thuringiensis e espécies correlatas (AZEVEDO,
1998). A técnica de PCR envolve a sintese enzimatica in vitro de milhGes de copias de um
segmento especifico de DNA na presenga da enzima DNA polimerase. A reacdo de PCR se
baseia no pareamento e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas
moléculas de DNA de fita simples) utilizados como iniciadores (“primers”) que delimitam a
seqiiéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificagdo. Estes iniciadores sdo sintetizados
artificialmente de maneira que suas seqliéncias de nucleotideos sejam complementares a
seqliéncias especificas que ligam-se a regido alvo (FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1998).

A técnica de PCR permite comparar geneticamente, isolados pouco conhecidos, além
de indicar o potencial inseticida de uma determinada toxina (LIMA et al., 2002; PORCAR e
JUAREZ-PEREZ, 2003), 0 que a torna uma ferramenta de trabalho indispensavel. E uma
forma de caracterizar isolados de B. thuringiensis e é amplamente utilizada na detec¢do de
genes cry em novas linhagens de bactérias (VALICENTE et al., 2000; HANSEN e
HENDRIKSEN, 2001; VILAS BOAS e LEMOS, 2004) onde os “primers” podem ser
desenhados a partir de regides conservadas destes genes.

Carozzi et al. (1991) utilizaram a técnica de PCR para identificar cepas de B.
thuringiensis com atividade inseticida contra lepidopteros, coledpteros e dipteros, utilizando
oligonucleotideos iniciadores que detectam os genes cryl, cry3 e cry4. Trabalhos semelhantes
tém sido realizados ao redor do mundo para caracterizar o perfil genético das cepas de B.
thuringiensis, predizer a atividade inseticida das toxinas Cry e descobrir novos genes
(MASSON etal., 1998; Ll et al., 2002; WANG et al., 2003; VILAS BOAS e LEMOS, 2004).

A técnica requer quantidades pequenas de DNA na ordem de picogramas, e permite
uma répida e simultanea caracterizacdo de muitas amostras. Todavia, o procedimento normal
de PCR ndo pré-determina exatamente a atividade inseticida do isolado, assim como outros
fatores, como, por exemplo, o nivel de expressdo dos genes cry presentes que estdo
envolvidos no potencial inseticida de cada isolado (MARTINEZ et al., 2005). A avaliagdo da
patogenicidade € um passo importante na selegéo de novos isolados, fazendo-se necessério, 0s
testes de bioensaios utilizando o entomopatdégeno B. thuringiensis contra o inseto-alvo.

Baseado nesta técnica, Bravo et al. (1998), realizaram uma caracterizagao de genes cry
oriundos de amostras de bactérias isoladas em solo do mexicano, obtendo-se um nimero de

isolados com evidente potencial entomopatogénico para as ordens Diptera e Lepdoptera.
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Ibarra et al. (2003), em estudo de diversidade de linhagens de B. thuringiensis em
amostras da América Latina, encontrou varios isolados com elevado potencial
entomopatogénico como as linhagens LBIT315, LBIT348 e IB604 que apresentaram uma
atividade letal de trés vezes maior do que a linhagem padréo utilizada, quando testadas em

larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus.

2.5 Produgéo de B. thuringiensis

As primeiras industrias a demonstrarem interesse no estudo e comercializacéo de B.
thuringiensis foram empresas de fermentacdo. Logo as inddstrias de produtos quimicos
perceberam a importancia deste mercado de controle bioldgico e se langaram em sua pesquisa
e producgdo (CAPALBO e MORAES, 1988).

Nas décadas de 1970 e 1980, com o isolamento de novas linhagens e a possibilidade
da manipulag&o génica, o interesse por B. thuringiensis aumentou bastante, principalmente no
setor privado (ARANTES et al., 2002; CAPALBO et al., 2004).

Em geral, os produtos a base de B. thuringiensis s&o compostos por uma mistura de
cristais, esporos, poucas células vegetativas e ingredientes secundérios da formulacéo
(CAPALBO et al., 2004).

Normalmente, a producdo de B. thuringiensis, assim como de outros produtos
microbianos, envolve as seguintes etapas: selecdo da linhagem, estocagem, processo
fermentativo, recuperacdo do principio ativo (esporos e cristais), formulacdo do produto e
analise da qualidade (COUCH, 2000; MORAES et al., 2001; ARAUJO et al., 2007). Segundo
Couch (2000) os principais critérios para selegdo de uma subespécie bacteriana para produgéo
de bioinseticidas sdo: espectro de agdo, poténcia por unidade de volume da cultura,
requerimentos nutricionais, facilidade de producéo, estabilidade genética e facilidade de
estocagem.

A estocagem apropriada da cepa multiplicadora é de grande importancia, pois a
linhagem deve conservar seu potencial toxico e velocidade de crescimento. No caso de B.
thuringiensis, as trocas de plasmidios ocorrem com certa freqliéncia e ha relatos de perda de
toxicidade apds sucessivas fermentacdes, sendo essencial a constante busca por novas
linhagens e o monitoramento durante o processo de fermentagcdo (COUCH, 2000; BIZARRI
et al, 2008).

A forma mais comum de produgdo de B. thuringiensis é por fermentacdo submersa

(liquida) descontinua, também conhecida como processo em batelada. Nesta fermentacdo, um
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recipiente contendo meio de cultura liquido é inoculado com o microrganismo, ndo havendo
acréscimo ou retirada significativa do meio fermentado. Portanto, ocorre todo o
desenvolvimento da cultura, sendo retirado o produto apenas no final do processo. Em geral,
as proteinas Cry de B. thuringiensis sdo formadas no fim da fermentacdo, quando as
condi¢Bes do meio se tornam desfavoraveis, sendo o processo em batelada satisfatdrio para tal
producdo (MORAES et al., 2001).

Alguns pesquisadores tém estudando as fermentagdes sélida, continua e em batelada
alimentada, porém até o momento, o mais viavel para produgéo de proteinas Cry ainda € o
processo em batelada submersa (VALLEJO et al., 1999; MORAES et al., 2001; ADAMS et
al., 2002; CHEN et al., 2003,).

Na fermentacdo industrial os passos a serem seguidos sdo: pré indculo, geralmente
feito em frascos pequenos, préfermentador, comumente com 1/5 do volume da fermentagéo e
o fermentador final. Durante todas as etapas deve-se analisar a cultura quanto a contaminacéo,
caracteristicas morfoldgicas e potencial entomopatogénico. Em geral, os reatores utilizados
permitem o controle das condigdes principais de cultivo, principalmente temperatura, pH,
aeracao e agitacdo. O preinoculo, prefermentado e o fermentado, em volumes crescentes, sao
feitos a fim de diminuir o tempo da fase lag, ou seja, o periodo de adaptacdo do
microrganismo as condi¢des de cultivo. Em geral, prefermentado e fermentado possuem os
mesmos ingredientes no meio de cultivo. E importante limitar a quantidade de passos no
processo de producdo a fim de evitar contaminacbes e mudangas indesejaveis no
comportamento da bactéria (COUCH, 2000; MORAES et al., 2001).

Ao final da fermentacdo, a cultura de B. thuringiensis apresenta em média 6 a 8% de
solidos, dos quais 1 a 3% sdo cristais e esporos. Ha varios métodos que podem ser utilizados
para a recuperagéo destes cristais e esporos, sendo 0 mais comum a centrifugagéo e a micro-
filtracdo. E importante ressaltar que tais processos permitem a recuperaco principalmente das
proteinas Cry; muitas outras toxinas que podem contribuir para a toxicidade final do produto
sdo perdidas. Atualmente novas técnicas de recuperagdo e/ou concentracdo do produto estéo
sendo desenvolvidas para complementar as mais utilizadas, destacando-se a liofilizagéo e a
flotacdo (COUCH, 2000; BRAR et al., 2006;).

Apos a recuperagdo dos metabolitos de interesse, os produtos séo formulados. No caso
dos bioinseticidas, a formulacéo tem por objetivo conferir estabilidade ao produto durante a
estocagem e aplicagdo, facilitar a aplicacdo do produto e proteger o microrganismo das
condicBes adversas do ambiente. H& dois tipos basicos de formulagdo, solida e liquida. Em

geral, as formulacgdes sélidas sdo mais estaveis e preferiveis (COUCH, 2000; BRAR et al.,
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2006). Embora sejam segredos industriais, 0os produtos formulados geralmente contam com
uma combinagdo de aditivos reconhecidos pela FDA (Food and Drug Administration) ou pelo
6rgdo competente do pais. E comum o uso de dispersantes, protetores e surfactantes (GLARE
e O’CALLAGHAN, 2000; BRAR et al., 2006).

Antes de ser comercializado, o produto formulado deve passar por testes de analise de
qualidade que atestem principalmente sua poténcia tdxica. Para B. thuringiensis, a toxicidade
é geralmente analisada por meio de bioensaio com o inseto-alvo (COUCH, 2000).

No Brasil, estudos realizados por diversos grupos em diferentes regides tém tentado
implantar centros biotecnoldgicos para a producgéo de produtos & base de B. thuringiensis.
Atualmente, tais centros estdo em fase de estabelecimento dos métodos de producéo e
execugédo dos testes preliminares. Como exemplos destes centros podem-se citar a Probiom
Tecnologia, situada na cidade de Campinas (S&o Paulo) e Bioticom, situada em Recife
(Pernambuco). A empresa Bthek Biotecnologia Ltda., com sede em Brasilia, foi a primeira a
formular e comercializar um produto nacional a base de B. thuringiensis israelensis.

Os produtos encontrados no mercado sdo de dificil acesso aos consumidores, quer pelo
preco, pela falta de informacdo ou devido as condicdes legais estabelecidas pelo pais. O
desenvolvimento de produgdes locais pode ser uma solugdo para tal situagdo. Neste caso, a
producdo pode ser feita em um volume menor, escala piloto, utilizando-se materiais
alternativos e abundantes na regido a ser atendida (SALAMA e MARGALIT, 1993; MORRIS
etal., 1997).

2.6 Bioensaio

Um dos pardmetros mais importantes no estudo com B. thuringiensis € o seu potencial
toxico ante o inseto-alvo. Embora muitos estudos utilizem a quantificacdo de proteinas Cry
para aferir a toxicidade de uma producéo, sabe-se que o bioensaio € um método mais sensivel,
pois fornece indicios ndo s6 quantitativos, mas também da eficécia da toxicidade da produgéo.
Liu e Tzeng (1998) indicam em seu trabalho a utilizacdo do bioensaio na otimizagédo de
produgdes, pois apenas contagem de esporos ou quantificagdo de proteinas ndo foram
suficientes.

O bioensaio pode ser entendido como um teste onde seres vivos S80 expostos a uma
determinada substancia, sob condi¢des controladas. No caso de B. thuringiensis, o bioensaio é
feito com larvas de insetos alvos segundo protocolos da Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) (MORAES, et al., 2001; WHO, 2005).



16

Para B. thuringiensis subesp. israelensis, o teste € feito com larvas de dipteros dos
géneros Aedes,. Nesse ensaio, larvas entre terceiro ou quarto instar sdo colocadas em
diferentes recipientes, nos quais sdo aplicadas diferentes concentragdes do produto. O
experimento € mantido a 25-28 °C por um periodo de 24 horas, quando entéo s&o mensuradas
as quantidades de larvas mortas em cada uma das concentragdes. Faz-se entdo um célculo da
concentracdo letal para 50% (CLso) € 90% (CLg) das larvas por meio de uma regressao linear
log-probit, a qual pode ser feita com o uso de programas de computador adequados. O
bioensaio é feito em triplicata e hd um controle negativo, no qual ndo é aplicado o produto.
Em alguns casos, como por exemplo, no estudo de novas linhagens, padroniza-se uma
concentracdo para as diferentes linhagens, aplica-se a cultura e, posteriormente, realiza-se o
bioensaio completo. Esse teste incompleto tem como objetivo fazer uma triagem inicial de
novas linhagens (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

O bioensaio pode ser expresso também em termos de Unidades Internacionais (ITU),
nesse caso, a CLso do produto em teste é comparada com o bioensaio de uma cepa de padréo
internacional a qual foi atribuida um valor arbitrario de poténcia. Para B. thuringiensis
israelensis, a cepa padrdo é a IPS82, cuja poténcia contra A. aegypti é de 15000 1TU/mg
(WOLRD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Muitos fatores podem influenciar um bioensaio, destacando-se a espécie de inseto, o
instar, a densidade de larvas, qualidade da &gua e a temperatura, desse modo €é crucial a
padronizacdo do teste. Estudos revelam que A. aegypti € uma das espécies mais sensiveis a B.
thuringiensis subesp. israelensis, isto ocorre devido a fatores intrinsecos dessa especie, tais
como sua alta velocidade de filtragdo da 4gua (JARIC -PERKUSIC et al, 2008; OTIENO-
AYAYO et al., 2008).
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4. ARTIGO:

SANTOS, F.P. Prospecgdo de novos isolados de Bacillus thuringiensis com potencial
utilizagdo para controle de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) 2010.
Pag.46. Tese de Doutorado em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, 2010.

RESUMO: Aedes aegypti (Linnaeus), principal vetor do virus da febre dengue no Brasil.
Bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis tem apresentando resultados satisfatorios no
controle de dipteros, devido a producéo de proteinas bioinseticidas denominadas Cry e Cyt. O
presente trabalho objetivou a sele¢do de isolados de B. thuringiensis, portadores de genes cry
e cyt com alta eficiéncia no controle de A. aegypti. Uma cole¢éo de 27 isolados de B.
thuringiensis, provenientes de diversas regides brasileiras, foi submetida a Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), com base nos iniciadores especificos para os genes cry4Aa, cry4Ba,
cryl0Aa, cryllAa, cryl1Ba, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa. Os isolados dipteros-especifico foram
avaliados quanto a caracteristica genética e através de bioensaios seletivos, para determinacéo
da CLso e CLgs. De 27 isolados, cinco apresentaram mortalidade de 100% das larvas a uma
concentracdo de 0,05ppm. Estes isolados em bioensaios com variacdo de temperatura, ndo
apresentaram diferenca significativa quando submetidos as temperaturas de 15, 25 e 35°C.
Nos testes de variagdo de pH, houve uma reducéo na eficicia quando as condicbes da dgua do
bioensaio eram préximas da neutralidade ou até mesmo da alcalinidade. Todos os isolados
caracterizados genéticamente, apresentaram 0s genes Diptero-especifico. Os resultados
obtidos permitiram a selegéo de isolados que poderdo ser utilizados em formulagGes de novos
bioinseticidas , podendo contornar possiveis problemas de resisténcia.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Resisténcia. PCR. Diptera. Dengue.

SANTOS, F.P. Prospection of new isolates of Bacillus thuringiensis with potential to
control Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) 2010. Page 46. PhD Thesis in
Agronomy — Universidade Estadual de Londrina, 2010.

ABSTRACT: Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), main vector of dengue fever in Brazil. Bt-
based bioinsecticides have adequately controlled Diptera due to production of the
bioinsecticidal proteins Cry and Cyt. Our research aimed at the selection of isolates of B.
thuringiensis, carriers of genes Cry and Cyt with high efficiency in controlling A. aegypti. A
collection of 27 isolates of B. thuringiensis collected from several Brazilian regions was
submitted to Polymerase Chain Reaction (PCR), based on specific primers for genes cry4Aa,
cry4Ba, crylOAa, cryllAa, cryl1Ba, cytlAa, cytlAb, and cyt2Aa. The Diptera-specific
isolates were evaluated for their genetic characteristics and by selective bioassays to
determine CL50 CL95. Five of the 27 isolates had 100% larval mortality at 0.05ppm
concentration. In bioassays at varied temperatures, no significant isolates differences were
observed at 15, 25 or 35°C. Lower efficiency was observed in pH variation tests when the
bioassay water was near neutrality or alkalinity. All genetically characterized isolates
contained Diptera-specific genes. Our results allowed for the selection of isolates that can be
used in formulations of new bioinsecticides, to overcome resistance problems.

Keywords: Biological control. Resistance. PCR. Diptera. Dengue.
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4.1 INTRODUCAO

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e responsavel pela manutencdo do ciclo virdtico da
febre dengue e febre amarela, em areas urbanas e, no Brasil, em particular, é considerada a
Unica a transmitir estes patdgenos (MELO-SANTOS, 2001).

Uma das formas de controle deste vetor envolve o uso de controle biologico, que
consiste em utilizacdo de produtos cujo principio ativo sdo microrganismos, que podem ser
aplicados de maneira similar a um inseticida quimico (MELO e AZEVEDO, 1998). Dentre as
bactérias que possuem atividade entomopatogénica, o uso do Bacillus thuringiensis vem
ganhando espago anteriormente dedicado aos inseticidas quimicos. E uma bactéria Gram-
positiva que tem a capacidade de produzir, durante o processo de esporulagdo, uma incluséo
protéica denominada &-endotoxina (proteinas Cry). Diferentes variedades desta espécie
produzem diferentes tipos de cristais que sdo altamente especificos para diferentes ordens de
insetos (HABIB e ANDRADE, 1998).

Por ser um microrganismo promissor, diversos laboratorios em todo o0 mundo buscam
novos isolados de B. thuringiensis que produzam diferentes toxinas ou que estejam mais
adaptados as condicdes locais, para que tenham melhor eficAcia em campo e possam ser
usados no manejo da resisténcia de insetos (MONNERAT e BRAVO, 2000). As propriedades
entomopatogénicas desta bactéria tém impulsionado pesquisas para selecionar isolados de B.
thuringiensis com atividade tdxica para diferentes espécies de insetos (SCHNEPF et al., 1998;
ARANTES et al., 2002; PINTO e FIUZA, 2003; PRACA et al., 2004; ARAUJO et al., 2007).

A busca por novos isolados com atividade contra espécies de dipteros pode ter um
impacto sobre o controle de mosquitos de todo o mundo, pois estudos como estes possibilitam
a descoberta de novas alternativas de controle de determinados vetores, como verificado no
trabalho de Ibarra et al. (2003) que, em um estudo de diversidade de linhagens de B.
thuringiensis em amostras de solo da América latina, encontraram varios isolados com
elevado potencial entomopatogénico, que apresentaram uma atividade letal de trés vezes
maior do que a linhagem padréo utilizada, quando testadas em larvas de Ae. aegypti e Culex
quinquefasciatus Say 1823.

As proteinas Cry produzidas pelo B. thuringiensis, com acdo bioinseticida séo
codificadas por genes que podem estar localizados no cromossomo ou em grande plasmidios
(40-200MDa) ou concomitantemente em ambos (GONZALES et al., 1982; LERECLUS et
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al.,1993). Existe cerca de 509 sequéncias de genes cry que foram determinadas e classificadas
em 64 familias e diferentes subclasses (CRICKMORE et al., 2010).

A variabilidade genética existente entre diferentes isolados de B. thuringiensis esta
sendo estudada, principalmente através da utilizacdo de técnicas que tem como base a PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase). Estas técnicas apresentam aplicagdes préaticas, tais como a
previsdo da especificidade toxica de uma linhagem atraves da determinagdo do contetido de
genes cry, muitas vezes evidenciando a presenga de genes pouco conhecidos e, direcionando
os trabalhos de bioensaio (CAROZZI et al., 1991; BRAVO et al., 1998; IBARRA et al.,
2003; OTIENO-AYAYO et al., 2008).

Em todo mundo, muitos programas de isolamento de B. thuringiensis tém encontrado
este microrganismo distribuido em uma ampla gama de ambientes. Linhagens foram isoladas
principalmente a partir de amostras de solo (BRAVO et al., 1998; PINTO e FIUZA, 2003;
VILAS-BOAS e LEMOS, 2004; JOUZANI et al. 2008), de insetos vivos ou mortos
(BERNHARD et al.,1997; CHAUFAUX et al., 1997) e gréos estocados (BERNHARD et al.,
1997), bem como de outras fontes alternativas como do filoplano (SMITH e COUCHE, 1991;
DAMGAARD et al., 1998) e a partir de amostras de aguas de rios e lagos (MEADOWS,
1993).

A presente pesquisa objetivou selecionar isolados bacterianos e determinar a CLsg €
CLgs em diferentes condicBes de temperatura e pH, bem como a caracterizacdo genética de

linhagens de Bacillus thuringiensis que apresentaram eficiéncia na mortalidade de larvas de A.

aegypti

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Linhagens bacterianas

Foram analisados 27 isolados de B. thuringiensis, origindrios de amostras de solo e
grdos armazenados, depositados no Banco de Bactérias Entomopatogénicas da Universidade
Estadual de Londrina (Tabela 4.1). Material liofilizado da linhagem Bacillus thuringiensis
israelensis IPS82, cedido pelo Laboratério de Bioinseticida do Departamento de Biologia
Geral da Universidade Estadual de Londrina, foi utilizado como controle positivo em todos 0s

bioensaios.
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4.2.2 Producéo de esporos e cristais

Isolados de B. thuringiensis estocados em papel de filtro contendo esporos e cristais
foram recuperados apds imersdo dos papéis em 1 ml de 4gua destilada esterilizada, seguida de
breve agitacdo. Os isolados foram inoculados em placas de Petri contendo meio Bacto-
Peptona (BP) (LECADET et al., 1980). As placas foram incubadas em estufa a 30 °C até
completa esporulacdo, a qual foi monitorada em microscopio Optico ap6s cinco dias de
incubacéo.

Os isolados selecionados para a realizagéo dos testes foram cultivados em 600mL de
meio NYSM (YOUSTEN, 1984), por 72 h a 30 °C, , sendo submetidos a 250 rpm de agitacéo.
Em seguida, as culturas de cada isolados foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C,

o precipitado foi congeladas por aproximadamente 16 h e liofilizadas por 18 h.

Tabela 4.1: Origem dos isolados de B. thuringiensis utilizados nos bioensaios para se
determinar a toxicidade sobre larvas de Aedes aegypti

LOCAL DA TIPO DA DATA DE COLETA

ISOLADOS AMOSTRA AMOSTRA

Padrao Internacional

B. thuringiensis subsp. (Controle negativo) ) )

kurstaki HD 1

BR 06 Londrina Solo 02/1990
BR 07 Londrina Solo 11/2002
BR 12 Londrina Solo 03/1990
BR 14 Londrina Solo 02/1990
BR 18 Londrina Solo 01/1990
BR 26 Pantanal/ MS Solo 03/1991
BR 27 Pantanal/ MS Solo 03/1990
BR 33 Maravilha/Pr Solo 01/1991
BR 34 Maravilha/Pr Solo 01/1991
BR 35 Jaboticabal/SP Gréos armazenados 09/1991
BR 36 ljaci/MG Solo 09/1991
BR 37 Sertanopolis/PR Gréos armazenados 09/1991
BR 38 Sertanopolis/PR Gréos armazenados 09/1991
BR 40 Sertanopolis/PR Gréos armazenados 09/1991
BR 41 Cotia/SP Solo 09/1991
BR 42 ljaci/MG Solo 09/1991
BR 44 Sertanopolis/PR Gréos armazenados 09/1991
BR 46 Sertanopolis/PR Gréos armazenados 09/1991
BR 53 Sertanopolis/PR Gréos armazenados 01/1990
BR 58 Sertanopolis/PR Gréos armazenados 01/1990
BR 64 Cotia/SP Solo 12/2002
BR 65 Londrina/PR Gréos armazenados 12/2002
BR 78 Londrina/PR Gréos armazenados 07/1992
BR 79 Londrina/PR Gréos armazenados 07/1992

BR 83 Londrina/PR Graos armazenados 04/1992
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BR 87 Londrina/PR Graos armazenados 04/1992
BR 136 Londrina/PR Solo 10/2007

4.2.3 Bioensaios

Para a realizacdo dos bioensaios, foi mantido durante todo o periodo de execu¢do um
insetario de Ae. aegypti. A criacdo teve inicio com a coleta de ovos em campo, utilizando-se
armadilhas ovitrampa. Larvas de 4° estadio inicial foram utilizadas nos bioensaios, sendo que
nenhum alimento foi adicionado nas bandejas de criagdo 24 horas antes dos testes.

O método utilizado para os bioensaios foi baseado no Draft (1999) Guideline
Specifications for Bacterial Larvicides for Public Healt Use da OMS e Lacey (1997), com
repeticbes em dias diferentes. Vinte e cinco larvas de 4° estadio inicial foram transferidas
para potes de polietileno circular transparente de 11 cm de didmetro e 7 cm de profundidade,
contendo 150 mL de agua destilada.

Inicialmente foram realizados 0s bioensaios em temperatura ambiente com trés
concentragdes diferentes do isolado em teste: 10 ppm; 1 ppm e 0,1 ppm, sendo trés repeticdes
em dias diferentes. Neste teste foram analisados 27 isolados de B. thuringiensis para selecéo
dos 10 melhores isolados baseando-se na mortalidade apresentada. Na segunda fase, os 10
isolados selecionados foram bioensaiados nas concentraces de 0,1 ppm, 0,06 ppm e 0,05
ppm, também em trés repeticdes, para selecdo dos cinco com maior toxicidade para larvas de
A. aegypti.

Para verificar a possibilidade de influéncia da variacdo da temperatura na eficicia do
isolado, foram realizados bioensaios em cinco temperaturas diferentes, que variavam de
cinco em cinco graus na faixa entre 15 +2°C a 35°C +2°C, valores estes também utilizados por
Tun-Lin (2000) e Machado (2004). Para cada temperatura eram utilizados 3 repeti¢Oes, 3
testemunhas, com 7 diluigdes: 0,05 ppm, 0,04 ppm, 0,033 ppm, 0,028 ppm, 0,025 ppm, 0,022
ppm e 0,02 ppm, sendo realizadas as leituras no final de 24 horas de incubagéo.

Para testar a influéncia da variacdo do pH utilizaram-se trés repeticGes nas seguintes
concentragdes hidrogenibnica: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11. Para obtencdo dos valores acidos foi
utilizado HCI e para os basicos NaOH. A testemunha ficou na mesma agua destilada que foi
usada para diluir os reagentes das outras concentragoes.

A leitura de mortalidade foi realizada 24 horas apds a inoculagdo do bioinseticida,
quantificando-se as larvas vivas e mortas. As pupas foram descontadas da analise. Para 0s

bioensaios iniciais (mata ou ndo mata) somente foi analisada a porcentagem de mortalidade.
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J& para os bioensaios para determinacdo de Clsg e Cl g5, utilizou-se a anélise de Probit para o
bioensaio de resposta binaria com o seguinte modelo matematico: Pi = F (a + Bxi), onde Pi
probabilidade da resposta; xi = log dose, o ¢ B = parametros e F = Fungdo de distribuicéo
acumulada (HADDAD, 1998). Através do Probit determinou-se as concentracdes letais (CLso
e CLgs) para comparar a eficicia dos isolados nas diversas situagBes empregadas. Para a
analise dos resultados dos bioensaios com determinacdo das doses letais foi utilizado o teste

comparativo de Tukey em nivel de 5% de significancia.

4.2.4 Reacdo de PCR

Os isolados de B. thuringiensis foram caracterizados morfologicamente para
constatacdo de inclusdes cristalinas. Para isso, apos o cultivo dos isolados em placas de Petri,
contendo meio de cultura agar Nutriente (Peptona bacteriolégica 5,0 g/L , extrato nutritivo 1,0
g/L, extrato de levedura 2,0 g/L, cloreto de sddio 5,0 g/L e &gar 15 g/L) e incubagéo a 30°C
por 5 dias, foram preparadas laminas contendo 20 pl da suspenséo bacteriana de cada amostra,
cobertas com laminula e uma gota de dleo de imersdo. A caracterizacdo morfoldgica foi
efetuada por meio da observagdo de células vegetativas, esporos e cristais de cada linhagem,
visualizados em microscopia de contraste de fase.

Amostras de DNA genémico dos isolados de B. thuringiensis foram extraidas pelo
meétodo de Hansen & Hendriksen, (2001). Os isolados foram cultivados por 15 h em placas
contendo meio Luria-Bertani (LB). Com o auxilio de um palito esterilizado, uma coldnia de
aproximadamente 2 mm de didmetro foi transferida para microtubos contendo 200 pL de TE
(10 mM de Tris; 1 mM de EDTA, pH 8,0). A suspenséo foi homogeneizada e incubada em
fervura por 10 min. Em seguida a suspenséo foi centrifugada a 10.000 rpm por 3 minutos e o
sobrenadante transferido para novos tubos e utilizado como amostra de DNA para as reagdes
de amplificacéo por PCR.

A presenga dos genes cry4A, cry4B, cryl0, cryll, cytl e cyt2 foi analisada por
meio da técnica de PCR (Tab. 4.2). A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador
TECHNE TC-512. Para cada reagéo de amplificagéo foi preparado um volume total de 20 pL,
contendo: 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 2,0 pL de tamp&o 10 x (200 mM
Tris-HCI pH 8,0; 500 mM de KCI), 2,5 mM de MgCl,, 0,25 mM de dNTP, 1,0 uM de cada
iniciador, 2 pL do DNA extraido e 4gua Milli-Q esterilizada (qsp 20 pL).

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1,5 %,

em tampdo SB 1X, usando marcador de 100 pb DNA ladder (Invitrogen, Inglaterra).
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Tabela 4.2: Genes iniciadores e condigdes de amplificagéo utilizadas para pesquisa de genes cry e cyt em
isolados de B. thuringiensis.

Nome Produto Seqiéncia (5"- 37) Ciclos Desnaturacao Pareamento Extensdo Fonte

Iniciador (pb)

Cry4Aspe 459 5 TCAAAGATCATTTCAAAATTACATG 30 45 s, 94°C 60 s, 50°C 60s,72°C  [1]
Cry4BspeD 321 5 COTTTTCAAGACCTAAT AATATAATACE 30 60 s, 94°C 60's, 50°C 60s,72°C  [1]
Cry4BspeR 821 5 CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT 605, 50°C (1]
Cry10speD 348 5 TCAATGCTCCATCOAATG 30 60 s, 94°C 60's, 51°C 60s,72°C  [1]
Cryl0speR 348 5 CTTGTATAGGCCTTCCTCCG 605, 51°C (1]
CryligralD  342-352 o o orracascaToo s 30 45's, 94°C 455, 50°C 60s,72°C  [1]
CryllgralR = 342-352 g oTGAAACGGCACGAATATAATA 455, 50°C 1]
CytlgralD  477-480 L T AATCAACAGCAAGGGTTATT 30 60 s, 94°C 60's, 52°C 60s,72°C  [1]
CytlgralR 477 -480 g 05 AAACAGGACATTGTATGTGTAATT 605, 50°C [l
Cyt2gralD 355356 L prth i paats oo 30 155, 94°C 30, 50°C 30s,72°C  [1]
Cyt2gralR 355 - 356 30, 50°C [1]

5’TTTCAACATCCACAGTAATTTCAAATGC

Todas as reagdes tiveram um passo inicial de desnatura¢éo a 94°C por 2 min e um passo final

de extenséo de 5 min a 72 °C. [1] Ibarra et al., 2003

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Bioensaio seletivo

Dos 27 isolados de B. thuringiensis submetidos aos testes de bioensaios seletivos, dez

(37,04%) (Tab. 4.3) causaram 100% de mortalidade das larvas de A. aegypti nas

concentracdes de 1 e 0,1 ppm. Estes 10 isolados foram submetidos a um segundo teste de

bioensaios seletivos, onde houve a reducéo de concentragdo para 0,06 e 0,05 ppm. A partir

deste segundo teste, selecionou-se cinco isolados que apresentaram mortalidade de 100%

sobre as larvas de A. aegypti (Tab. 4.4), sendo estas submetidos aos testes de bioensaios

quantitativos para calculo da CLsp e CLgs.

Tabela 4.3 Porcentagem de mortalidade de larvas de A. aegypti, submetidas a diferentes

concentragdes de suspensdes de isolados de B. thuringiensis, 24 horas ap0s a aplicacéo da



suspenséo bacteriana. (Temperatura ambiente: 26 °C +2°C; UR: 60 + 10%)

Isolados Conce_ntrac;ﬁes
Mortalidade (%)
| 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm
BR 06 100 88,8 80
BR7 51,1 40 4.4
BR 12 57,7 46,6 0
BR 14 100 100 100
BR 18 62,2 51,1 35,5
BR 26 100 100 100
BR 27 0 0 0
BR 33 0 0 0
BR 34 0 0 0
BR 35 0 0 0
BR 36 100 100 100
BR 37 0 0 0
BR 38 0 0 0
BR 40 0 0 0
BR 41 0 0 0
BR 42 0 0 0
BR 44 0 0 0
BR 46 100 100 100
BR 53 100 100 100
BR 58 100 100 100
BR 64 100 100 100
BR 65 100 100 100
BR 78 91,1 82,2 53,3
BR 79 82,2 66,6 0
BR 83 100 100 100
BR 87 80 60 0
BR136 100 100 100

Tabela 4.4 Porcentagem de mortalidade de larvas de A. aegypti, submetidas a diferentes
concentragdes de suspensdes de isolados de B. thuringiensis, apds 24 horas da aplicacdo da
suspenséo bacteriana. (Temperatura ambiente: 26 °C +2°C; UR: 62 + 10%)

Isolados Conce_ntrac;ﬁes
Mortalidade(%0)
0lppm 0,06ppm 0,05ppm
BR 46 100 100 100
BR 64 100 100 100
BR 65 100 100 13.3
BR 58 100 100 0
BR 26 100 100 100
BR 36 100 100 100
BR 83 100 100 0
BR 53 100 100 0
BR 136 100 100 0
BR 14 100 100 100
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Dos cinco isolados que apresentaram 100% de eficiéncia de controle larval, quatro

originaram de amostras de solo e uma de grdos armazenados oriundos de diversas regides do
pais (Tab. 4.6).

4.3.2 Bioensaio quantitativo (CLsp € CLgs)

A avaliacdo da toxicidade dos isolados de B. thuringiensis, com o célculo da CLsg e

Clgs, foi realizada para caracterizagdo dos cinco isolados que apresentaram a maior toxicidade

(Tab. 4.5). Para todos os bioensaios realizados, foi utilizada a linhagem B. thuringiensis

israelensis (IPS 82), na forma liofilizada, como controle positivo. Sendo os resultados de

100% de mortalidade em todos os bioensaios realizados.

Os resultados para a CLsp e CLgs obtidos a partir dos experimentos de determinagéo de

doses letais a temperatura ambiente, mostraram que os cinco isolados selecionados tiveram

toxicidade superior ao 1PS82, sendo para a CLso significativa pelo testes de Probit,.

significancia ndo observado aos valores da CLgs (Tab. 4.6).

Tabela 4.6: Valores de CLsg e CLgs (em ppm)de isolados de B. thuringiensis contra lavas de
quarto instar de A. aegypti, apds 24 horas do inicio do bioensaio de dose. Temperatura: 25 + 2
°C; UR: 60 + 10%

Isolados CL50 Intervalo de CL 95(ppm)* Intervalo de

(ppm)* confianca (95%) confianca (95%)
BR 14 0,01972 0,0192 - 0,0204 0,0230? 0,0221 - 0,0246
BR 26 0,02032 0,0197 - 0,0210 0,02412 0,0232 - 0,0255
BR 36 0,0205? 0,0198 - 0,0213 0,02452 0,0232 - 0,0264
BR 46 0,02032 0,0197 - 0,0210 0,02422 0,0232 - 0,0255
BR 64 0,02032 0,0196 - 0,0209 0,0240? 0,0230 - 0,0255
IPS 82 0,0213° 0,0206 — 0,0222 0,02522 0,0239 - 0,0272

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Intervalo de Confianca,

segundo o teste de Probit.
As testemunhas apresentaram mortalidade inferior a 6%
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De acordo com a analise dos resultados plotados na tabela 4.6, pode-se observar que
os isolados apresentaram valores de mortalidades semelhantes, para a CLgs,mesmo quando

comparadas com a linhagem padréo (IPS82).

4.3.3 Bioensaio (CLsg e CLgs) em diferentes temperaturas

Os resultados da andlise dos bioensaios dos experimentos conduzidos em diferentes
temperaturas indicam que os isolados néo tiveram diferencga de letalidade. Na temperatura de
25°C +1°C, apds 24 horas de exposicdo ao bioinseticida, ocorreu uma mortalidade
intermediéria, e para a temperatura de 15°C +1°C registrou-se a menor mortalidade para as
faixas de temperatura estudadas. Todos o0s bioensaios foram analisados pelo Teste de Probit a

5% de significancia e pelo teste de Tukey com o mesmo nivel de significAncia (Tab. 4.7).

Tabela 4.7: Valores de CLsp e CLgs (em ppm)de isolados de B. thuringiensis contra larvas de
quarto instar de A. aegypti em temperaturas de 15, 25 e 35°C + 1°C; Fotoperiodo 12E: 121
Isolados CL50 CL95

15°C 25°C 35°C 15°C 25°C 35°C
BR 14 0.0231° 0.0203? 0.01762 0.02942 0.0259? 0,02292
BR 26 0.0229° 0.0231° 0.0175% 0.02912 0.0258° 0.02282
BR 36 0.0229° 0.0204° 0.0177° 0.0291° 0.0261° 0.02772
BR 46 0.0231° 0.0203% 0.0176° 0.0296° 0.02592 0.0228°
BR 64 0.0229° 0.0234% 0.0175% 0.0290° 0.0258° 0.0228°
IPS 82 0.0235° 0.0215° 0.0191° 0.0286° 0.0262° 0.0244°

Letras iguais na mesmas linha ndo diferem entre si pelo intervalo de confianga, segundo o

teste de Tukey com 5% de significancia.

As testemunhas apresentaram mortalidade inferior a 6%

4.3.4 Bioensaio (CLsp e CLgs) em diferentes concentracdes hidrogenionicas

Nos bioensaios realizados com os diferentes isolados, em condigBes varidveis de pH da
agua, este parametro mostrou-se como um fator que pode alterar a eficacia das linhagens. Em
valores baixos de pH ocorrem maior mortalidade das larvas quando comparados os resultados
dos bioensaios conduzidos em valores neutroe e alcalinos de pH neutro e alcalino (Tab. 4.8 e
4.9).
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Tabela 4.8: Valores de CLso (em ppm) de isolados de B. thuringiensis contra larvas de quarto
instar de A. aegypti em diferentes valores de pH. Temperatura: 25°C + 1°C; Fotoperiodo 12E:

12L

Isolados pH
3 4 5 6 7 8 9 10 11
BR14 | 0.0175° 0.0188% 0.0201% 0.0209° 0.0220% 0.0228° 0.0237° 0.0246° 0.0248°
BR26 | 0.0179% 0.01812 0.0202* 0.0222% 0.0228% 0.0230* 0.0233* 0.0247° 0.0249"
BR36 | 0.0176% 0.01842 0.0201* 0.0212% 0.02192 0.0225* 0.0241° 0.0245° 0.0247°
BR46 | 0.0174% 0.0188% 0.0201* 0.0217% 0.0224% 0.0231* 0.0234® 0.0244° 0.0247°
BR64 | 0.0177® 0.0190® 0.0202%¢ 0.0209® 0.0221% 0.0226® 0.0236° 0.0245° 0.0251°
IPS82 | 0.01922 0.0206° 0.0211* 0.0237° 0.0241° 0.0244° 0.0252° 0.0264° 0.0269°
Letras iguais na mesmas linha ndo diferem entre si pelo intervalo de confianga, segundo o
teste de Tukey com 5% de significancia.
As testemunhas apresentaram mortalidade inferior a 6%
Tabela 4.9: CLgs de isolados de B. thuringiensis contra larvas de quarto instar de A. aegypti
em diferentes valores de pH. Temperatura: 25°C + 1°C; Fotoperiodo 12E: 12L
Isolados pH
3 4 5 6 7 8 9 10 11
BR14 | 0,0226® 0,0229°8 0,0236% 0,0244® 0.02592 0,0263° 0,0271° 0,0280° 0.0294°
BR 26 0.0224¢ 0,0231% 0,0244% 0,0251% 0.0258° 0,0267° 0,0272° 0,0284° 0.0291°
BR 36 0.02392 0,0255% 0,0260*° 0,0269° 0.0274° 0,0278° 0,0282° 0,0287° 0.0292°
BR 46 0.02222  0,0230° 0,0246% 0,0252¢ 0.0259° 0,0265° 0,0277° 0,0283" 0.0296°
BR 64 0.0223¢ 0,0229% 0,0240*° 0,0251° 0.0258° 10,0263 0,0271° 0,0280° 0.0290°
IPS82  0.0241@ 0,0246% 0,0252* 0,0260¢ 0.0262° 0,0269° 0,0273° 0,0281° 0.0286"

Letras iguais na mesmas linha ndo diferem entre si pelo intervalo de confianga, segundo o

teste de Tukey com 5% de significancia.
As testemunhas apresentaram mortalidade inferior a 6%

4.3.5 Caracterizacédo dos isolados de Bacillus thunringiensis

Através da microscopia de contraste de fase foi confirmado que os cinco isolados
utilizados neste trabalho, provenientes de diversas regides brasileiras, pertencem a espécie B.
thuringiensis, devido as caracteristicas morfoldgicas visualizadas, inerentes a essa espécie,
como célula vegetativa, esporos e cristais.

A amplificacdo dos fragmentos de tamanho esperado (Tabela 4.2) foi obtida por PCR
utilizando-se dos pares de oligonucleotideos iniciadores que detectam 0s genes cry4Aa,
cry4Ba, crylOA, cryllAa, cryllBa, cryl1lBb, cytlAa, cytlBa, cytlAb, cyt2Aa, cyt2Bb e
cyt2Ca (Figuras 4.1, 4.2 e 4.3), os quais sdo especificos contra insetos da ordem Diptera. As

analises permitiram verificar que, dos 5 isolados submetidos a PCR, todos apresentaram
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amplificacdo dos genes estudados, sendo sempre analisados juntamente com a linhagem

padréo (IPS82) e Bacillus thuringiensis israelensis.

400 pb

Figura 4.1: Eletroforese da determinac¢ao dos genes: cry4A (A) e cry4B (B), para amostras
dos isolados Br 26 (1), Br 14 (2), Br 36 (3), Br 46 (4), Br 64 (5), Bti (6) e IPS82 (7), do banco
de linhagens da Universidade Estadual de Londrina; marcador molecular “1Kb DNA ladder”

300 pb
N ow B s en ses D

Figura 4.2: Eletroforese da determinacao dos genes: cry10 (A) e cryll (B), para amostras dos
isolados Br 14 (1), Br 26 (2), Br 36 (3), Br 64 (4), Br 46 (5), Bti (6) e IPS82 (7) , do banco de
linhagens da Universidade Estadual de Londrina; marcador molecular “1Kb DNA ladder”
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Figura 4.3: Eletroforese da determinacao dos genes: cytl (A) e cyt2 (B), para amostras dos
isolados Br 14 (1), Br 26 (2), Br 36 (3), Br 64 (4), Br 46 (5), Bti (6) e IPS82 (7) ), do banco de
linhagens da Universidade Estadual de Londrina; marcador molecular “1Kb DNA ladder”

4.4 DISCUSSAO

A acdo letal determinada para os cinco isolados estudados, caracteriza-os como
promissores para serem utilizadas como principio ativo de bioinseticidas a serem utilizados no
controle de A. aegypti, ja que os resultados obtidos em bioensaios sdo semelhantes aos
encontrados para a linhagem IPS 82, base para a realizacéo e bioensaios internacionais.

A grande extensdo do Brasil, o qual apresenta diferentes regides com diferencgas
climaticas, assim como a grande diversidade de insetos, permite o isolamento de novas
linhagens de bactérias entomopatogénicas. Os isolados de B. thuringiensis analisados neste
trabalho podem representar esse exemplo de diversidade. Poucos estudos tém relatado
caracterizacao detalhada de cole¢es de B. thuringiensis em termos de conteldo de genes cry
e cyt letais para espécies da ordem Diptera. Ibarra et al. (2003), por meio de PCR, utilizaram
27 iniciadores para detectar 17 diferentes genes cry e cyt em uma colecdo de 6.531 isolados de
B. thuringiensis provenientes de paises da América Latina, encontrando diferentes
combinagdes entre os genes diptero-especificos cry4, cryl0, cryll e cyt. A combinagdo
crydA, cry4B, cryll, cytl e cyt2 foi encontrada em trés isolados, onde a presenca do cryl10 foi
ausente e, a combinagéo cry4A, cry4B, cryl0, cryll e cyt2 em apenas um isolado, as quais sao
semelhantes a aquelas encontradas em B. thuringiensis var. israelensis. Os autores

demonstraram a alta eficiéncia desses isolados a larvas de A. aegypti. Diferentemente dos
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resultados obtidos por Ibarra et al. (2003), todos os isolados caracterizados geneticamente
apresentaram 0s genes cry4A, cry4B, cry10, cryll e cytl e cyt2. Este complexo génico pode
explicar a elevada eficiéncia apresentada pelos isolados testados.

Este trabalho mostrou uma abundéncia de isolados diptero-especificos ndo foi, onde
de 27 isolados testados inicialmente, cinco (18,52%) apresentaram mortalidade de 100%
sobre larvas de A. aegypti. Geralmente a freqliéncia de isolados diptero-especificos em uma
colecdo de B. thuringiensis é baixa quando comparada a de isolados lepidoptero-especificos.
A partir de 38 isolados de B. thuringiensis, Cavaleiro et al. (2005) identificaram 14 isolados
patogénicos, sendo 13 a insetos da ordem Lepiddptera e um a insetos da ordem Diptera (A.
aegypti), com 100% de mortalidade, o qual, através da técnica de eletroforese de proteinas-
cristal, apresentou perfil protéico semelhante ao B. thuringiensis var. israelensis, sendo
identificados as proteinas Cry4A, Cry4B, Cryl10, Cryll, Cytl e Cyt2, que sdo conhecidos por
desempenharem um papel fundamental no controle de mosquitos (BRAVO et al., 1998;
IBARRA et al., 2003).

Ferrandis et al. (1999), na Espanha, encontraram, em uma colecéo de 223 isolados de
B. thuringiensis, 121 (54,3%) isolados que continham o gene cryl. Duas cole¢Ges de B.
thuringiensis, provenientes de ambientes terrestres e aquéticos foram caracterizadas quanto ao
contetdo de genes cry por Martinez & Caballero (2002). A maior freqliéncia encontrada entre
os isolados também foi para os genes lepidoptero-especificos, ndo encontrando 0s genes
crydA, cry4B, cryl0A e cryl1A nos isolados analisados.

Tendo em vista a possibilidade de selecdo de populagOes de insetos resistentes ao
produto bioldgico que utilize determinada linhagem de B.thuringiensis, uma das formas de
maneja-la é através da utilizacdo de novos isolados desta espécie que apresentem perfis
diferenciados quanto ao conteildo de genes cry e cyt. A presenca destes diferentes genes ndo
significa que eles estejam sendo expressos; no entanto, ddo um forte indicio de que estes
isolados poderéo ser empregados na formulagdo de novos bioinseticidas comerciais efetivos
para dipteros. Pois, conforme verificado no trabalho, as novas estirpes apresentaram
mortalidades superiores ao padrdo IPS82, sendo estatisticamente distintas ao nivel de 5% de
significancia.

Os isolados estudados apresentaram o perfil protéico da linhagem padréo 1PS82, este
fato justifica a elevada mortalidade verificada nos bioensaios. Schenepf et al. (1998),
afirmaram que embora possa haver uma grande variabilidade de genes cry que codificam

diferentes toxinas especificas a mosquitos existentes na natureza, uma das combinagbes mais
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efetivas de proteinas é aquela presente na linhagem padréo 1PS82, a qual apresenta 0s genes
cry4, cry10 e cryll e toxinas Cyt.

Esta combinagdo protéica permite uma acdo integrada, potencializando o poder
inseticida, como pode ser verificado no trabalho de Federici et al. (1990), onde constataram-
se que a toxina CryllAa apresenta maior toxicidade em A. aegypti, Anopheles stephensi
Liston, 1901 e Culex pipiens Linnaeus, 1758, enquanto a proteina CytlAa é pouco toxica,
mas tem efeito sinérgico com as proteinas Cry (GOULD, 1998,; PROMDONKOY & ELLAR,
2000; FERNANDEZ et al., 2005). As proteinas Cry4A e Cry4B também tém sido reportadas
agindo sinergisticamente em larvas de mosquito (BRAVO et al., 2007).

Todos os isolados (BR14, BR26, BR36, BR46 e BR64) submetidos a andlise de PCR,
apresentaram mortalidade superior ao IPS82 (Tab.6), sendo tdos com o mesmo perfil protéico
do padréo. Ibarra et al. (2003) identificaram novos isolados de B. thuringiensis com atividade
toxica a A. aegypti. Dentre eles, quatro foram superiores ao B. thuringiensis padréo,
apresentando perfil protéico similar a ele e um, com atividade toxica similar, apresentou
quatro proteinas diferentes (Cryll, Cytl, Cyt2 e Cry30). A associacdo entre as toxinas Cry e
CytlA pode ser a base das interacBes sinérgicas para larvas de dipteros (TABASHNIK,
1992). De fato, o trabalho de Perez et al. (2005) mostrou que as toxinas Cryl1Aa e CytlA
tém a capacidade de se ligar atraves de epitopos existentes em ambas as moléculas e, ensaios
de interagdo mostraram que a ligagdo de CryllAa & BBMF (Fragbes ricas em
microvilosidades intestinais em A. aegypti foi otimizada pela presenga da CytlA. J4, o
trabalho de Beltrdo & Silva-Filha (2007), com ensaios de competi¢do, mostrou que as toxinas
CryllAa, Cry4Aa e Cry4Ba, unem-se especificamente & BBMF de A. aegypti, sendo a
afinidade para os sitios de unido alta, sugerindo que o aumento na afinidade de unido poderia
ter sido dada por meio da interagdo sinergistica com a toxina CytlAa. Este dado reforca a
idéia da necessidade de associacédo entre as toxinas Cry e a Cyt para a interagdo com o epitélio
intestinal das larvas de A. aegypti, combinag&o esta encontrada nos isolados caracterizados.

Pode-se considerar que, a comparagdo da toxicidade com os diferentes genes da
familia cry, mostra claramente a elevada atividade inseticida, isto foi observado no presente
trabalho, pois todas as linhagens testadas apresentaram genes desta familia. De fato, o grande
numero de proteinas Cry compondo os cristais de linhagens de B. thuringiensis favorece o ndo
aparecimento de populagdes de insetos resistentes aos produtos a base desta bactéria. Neste
trabalho, todas as linhagens analisadas apresentaram quatro proteinas Cry diferentes, além de
duas proteinas Cyt, o que demonstra o grande potencial de uso destas linhagens no controle de

populagdes de Ae. Aegypti e outros mosquitos.
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Delécluse et al. (1995) testaram a atividade larvicida com inclus6es purificadas de um
isolado de B. thunrigiensis var. jegathesan e de uma linhagem recombinante produzindo
unicamente a proteina Cryl1A, contra A. aegypti, Anopheles stephensis Liston, 1901 e C.
pipiens. O polipeptideo Cryl11B do isolado foi toxico contra as trés especies testadas, com alta
atividade contra C. pipiens, sendo mais toxico do que a linhagem padréo contra A. aegypti e
igualmente tdxico a C. pipiens e A. stenphensi. Embora cryl1B tenha similaridade com
cryl1A, ele apresentou-se mais toxico a A. aegypti. Esta informacédo reforga a compreenséao
dos resultados obtidos no presente trabalho, pois todos os isolados testados apresentaram o0s
genes cryl1B e cryllA, genes estes, segundo o autor acima citado, responsaveis por
apresentarem alta toxicidade.

Esta elevada atividade toxica também pode ser explicada baseada nos genes cry4Ba e
cyt2a, pois segundo Promdonkoy et al. (2005) a co-expressdo das toxinas Cry4Ba e Cyt2A,
produzidas em E. coli incrementou a toxicidade para larvas de A. aegypti e C.
quinquefasciatus, demonstrando, com isto, a alta atividade sinergistica entre as toxinas
combinadas, sendo estas toxinas presentes nos isolados testados.

Em relagéo aos resultados obtidos nos bioensaios com diferentes temperaturas, ndo
observou-se diferenga de mortalidade larval em temperaturas mais altas. Tanto Tun-Lin et al.
(2000) como Calado & Silva (2002) apontam que para A. aegypti e Aedes albopictus (Skuse,
1894), a faixa entre 20°C e 30 °C é a ideal para o crescimento das larvas e, que abaixo desta
temperatura torna-se prejudicial, pois diminui o seu metabolismo. Diminuindo a atividade
alimentar, reduz a possibilidade da larva ingerir o cristal protéico do B. thuringiensis
israelensis. Com os dados obtidos é possivel inferir que para o controle de A. aegypti,
utilizando-se estes isolados, a faixa entre 20°C e 35°C de temperatura ambiental seria ideal
para a sua aplicacdo. Temperaturas acima e abaixo destes limites s&o apontadas por Tun-Lin
et al. (2000) como sendo prejudiciais no desenvolvimento ou s&o letais para as larvas.

Pelo melhor desempenho dos isolados bacterianos quando em pH abaixo de 7,0 pode-
se inferir que as larvas sejam mais fago ativas, ou tornam-se mais sensiveis aos isolados de B.
thuringiensis em pH acido. Bem-Dov et al. (2003) apontam que provavelmente o pH alcalino
pode ativar o cristal no meio, antes de ingerido pelas larvas, e também as particulas nutritivas
em pH alcalino, podem ficar por mais tempo no intestino das larvas, diminuindo assim a

toxicidade do isolado.

4.5. CONCLUSAO
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Investimento na prospeccdo de isolamento de novas linhagens de patégenos que
possam ser utilizados, diretamente ou substancias por eles sintetizadas, na producgédo de
inseticidas bioldgicos, corresponde ao passo inicial para o desenvolvimento de novos métodos
e ou técnicas na formulacdo de produtos comerciais. Pode também, estes Bancos de isolados
bacterianos servirem de fonte de genes para transferéncia em diversos microrganismos

aquaticos, que possam Vvir a ser empregado no controle bioldgico de insetos.
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