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RESUMO

Atualmente a dengue é um grave problema de salde publica mundial, no Brasil verifica-se
aumento do numero de casos a cada ano e a circulacdo de vérios sorotipos virais. O
desenvolvimento de novas estratégias para o controle do Aedes aegypti € de extrema
importancia, para minimizar ou erradicar os casos da doenga. Uma alternativa para o controle
deste vetor é a utilizacdo de agentes de controle bioldgico, como Bacillus thuringiensis, que
apresenta toxicidade a essa ordem de inseto de importéncia epidemiolégica. Neste estudo,
buscou-se investigar o controle biolégico de A. aegypti, com o uso de B. thuringiensis
isolados do Cerrado Maranhense. Foram realizados bioensaios seletivos para determinar a
atividade entomopatogénica contra as larvas de A. aegypti, bioensaios quantitativos com a
finalidade de determinar a toxicidade dos isolados, por meio da estimativa da Concentracéao
Letal Mediana (CLso) e testes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para verificar a
presenca de genes mosquitocida (cry e cyt). A partir de 45 amostras de solo coletadas em 17
municipios do estado, obteve-se 1225 colbnias bacterianas, sendo 383 (31,26%) identificadas
como B. thuringiensis. Dos 383 isolados testados, 12 (3,13%) mostraram atividade larvicida
superior a 50% (BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104, BtMA 131, BtMA 194, BtMA 251, BtMA
401, BtMA 410, BtMA 413, BtMA 450, BtMA 451 e BtMA 560), aos quais foram
selecionados para posterior realizacdo do bioensaio quantitativo e caracterizacdo molecular.
Os bioensaios quantitativos permitiram observar que os menores valores de CLs, foram
obtidos com o isolado 401 (4,0 x 10* esporos-cristais/mL) e com a bactéria padrdo Bti (0,32 x
107 esporos-cristais/mL). Os demais isolados testados mostraram baixa atividade larvicida. Os
testes de PCR mostraram que dos oito genes testados: cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa,
cryllBa, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa, cinco destes: cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa
foram detectados em dez isolados, estando ausentes em apenas dois dos 12 isolados testados.
Esses dados demonstram que os isolados de B. thuringiensis do Cerrado Maranhense

apresentaram alta patogenicidade e potencial para o controle bioldgico de A. aegypti.

Palavras-chave: Dengue, Vetor, Bacillus thuringiensis, Controle biolégico.



ABSTRACT

Currently dengue is a serious global public health problem, in Brazil there is increase in the
number of cases every year and the circulation of several serotypes. The development of new
strategies for the control of Aedes aegypti is of utmost importance to minimize or eliminate
the cases of the disease. An alternative for the control of this vector is the use of biological
control agents such as Bacillus thuringiensis, which is toxic to this insect order of
epidemiological importance. In this study, we sought to investigate the biological control of
A. aegypti, with the use of B. thuringiensis isolated from Cerrado Maranhense. Selective
bioassays were conducted to determine the entomopathogenic activity against the larvae of A.
aegypti, quantitative bioassays in order to determine the toxicity of isolates, by means of the
estimation of Median Lethal Concentration (LCsp) and PCR tests (Polymerase Chain
Reaction) to verify the presence of mosquitocidal genes (cry and cyt). From 45 soil samples
collected in 17 counties in the State, it was obtained 1225 bacterial colonies, with 383
(31.26%) identified as B. thuringiensis. Of the 383 isolates tested, 12 (3.13%) showed
larvicidal activity greater than 50% (BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104, BtMA 131, BtMA 194,
BtMA 251, BtMA 401, BtMA 410, BtMA 413, BtMA 450, BtMA 451 and BtMA 560),
which were selected for subsequent realization of the quantitative bioassay and molecular
characterization. The quantitative bioassays allowed to observe that the lower LCsy values
were obtained with the isolate 401 (4.0 x 10* spore-crystals/mL) and with the standard
bacteria Bti (0.32 x 10’ spore-crystals/mL). The others tested isolates showed low larvicidal
activity. The PCR analysis showed that from eight tested genes: cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa,
cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb and cyt2Aa, five of them: cryllAa, cryllBa, cytlAa,
cyt1Ab and cyt2Aa were detected in ten isolates, being absent in only two of 12 isolates tested.
These data demonstrate that the isolates of B. thuringiensis from Cerrado Maranhense showed

high pathogenicity and potential for biological control of A. aegypti.

Keywords: Dengue, Vector, Bacillus thuringiensis, Biological control.
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1 INTRODUCAO
1.1 Dengue

A dengue tornou-se um dos principais problemas de saude publica ndo somente no
Brasil, mas também em diversos paises do mundo, sendo a segunda arbovirose mais
importante em relacdo ao nimero de pessoas infectadas (GUBLER et al., 2001; WHO, 2013).
E endémica em mais de 100 paises na Africa, nas Américas, no Leste do Mediterraneo, no Sul
e Sudeste Asiatico e no Oeste do Pacifico (SAMPAIO, 2010).

Estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas vivem em paises endémicos e areas onde 0s virus
da dengue podem ser transmitidos. Até 50 milhdes de infeccbes ocorrem anualmente com
500.000 casos de Febre Hemorragica da Dengue (FHD) (WHO, 2013).

A dengue é uma doenca infecciosa aguda, cujo agente etiolégico é um virus
pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus. Sdo conhecidos quatro sorotipos do
virus da dengue causador da forma classica da doenca: DENV-1, DENV-2, DENV-3, e
DENV-4 (FORATINNI, 2002; ROCHA; TAUIL, 2009). Existe ainda um elevado potencial
para casos de letalidade por complicacfes da dengue classica, ou seja, o surgimento da forma

clinicamente mais complicada, a dengue hemorragica (WHO, 2009).

Entretanto no ano de 2013 foi anunciada a descoberta de um novo sorotipo do virus da
dengue a partir de amostras coletadas durante um surto da doenca em 2007 no continente
Asiatico, confirmando assim a existéncia oficial de cinco tipos de dengue. Mas, este até o
momento so foi encontrado na Malasia (NORMILE, 2013).

Todos os sorotipos do virus podem conduzir aos diversos tipos de dengue, que podem
ser de evolucdo benigna em sua forma classica (DC) (sintomatica ou assintomatica), e grave
quando se apresenta na forma hemorragica (FHD). A infeccdo por um dos virus confere
protecdo permanente para 0 mesmo sorotipo e imunidade parcial e temporéria contra 0s outros
trés (BRASIL, 2001a; FREITAS, 2011).

O aumento de ocorréncia da dengue tem se constituido em um crescente objeto de
preocupacdo para a sociedade e, em especial, para as autoridades de salde, em razdo das
dificuldades enfrentadas para o controle das epidemias e pela necessidade de ampliacdo dos
servicos de salde para atendimento aos individuos acometidos com formas graves, em
especial a FHD (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).
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1.2 Dengue nas Américas e no Brasil

A dengue tem sido relatada nas Américas ha mais de 200 anos. Na década de 50, a
Febre Hemorragica da Dengue foi descrita, pela primeira vez, nas Filipinas e Tailandia. Ap6s
a década de 60, a circulacdo do virus da dengue intensificou-se nas Américas. A partir de
1963, houve circulagdo comprovada dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 em Vérios paises
(BRASIL, 2002).

A proliferacdo nas Américas, e em particular no Brasil, tem multiplos condicionantes.
O fluxo rural-urbano intenso nos ultimos trinta anos resultou numa concentracdo populacional
muito elevada nas grandes cidades. As cidades, pressionadas por essa demanda, néo
conseguiram oferecer condicBes satisfatorias de habitacdo e de saneamento basico a uma
fracdo importante dos seus habitantes. Em torno de 20% dos habitantes vivem em favelas,
invasfes, mocambos ou corticos, onde, quando existem, o abastecimento de agua e a coleta de
dejetos, sdo irregulares. Essa situacdo de ocupacao desordenada de grandes e médias cidades é
extremamente favoravel ao surgimento de dengue, pois propiciam o desenvolvimento do seu
vetor (TAUIL, 2002; TEXEIRA et al., 2009).

A primeira epidemia, documentada clinica e laboratorialmente, ocorreu em 1981-
1982, em Boa Vista - Roraima, causada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4. A partir de
1986, ocorreram epidemias, atingindo o Rio de Janeiro e algumas capitais da regido Nordeste
(BRASIL, 2005). Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continuada,
intercalando-se com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a introducdo de

novos sorotipos em areas anteriormente indenes (BRASIL, 2002).

O virus da dengue é transmitido ao homem atraves da picada de fémeas infectadas de
mosquitos do género Aedes, sendo Aedes aegypti e Aedes albopictus as duas espécies mais
importantes como vetor. O A. aegypti é o principal, e talvez, o Gnico vetor nas Américas,
enquanto que A. albopictus é vetor secundario na Asia e no Pacifico (CONSOLI;
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; GUBLER et al., 2001).

Durante toda a década de 90 o A. aegypti estava amplamente disperso em todo
territorio nacional refletindo no aumento significativo da incidéncia da dengue (BRAGA;
VALLE, 2007a). A presenca do vetor, associada a mobilidade da populacdo, levou a
disseminacdo dos sorotipos DENV-1 e DENV-2 para 20 dos 27 estados do pais sendo
registradas varias epidemias (BRASIL, 2005; CAPRARA et al., 2009; DANTES;
WILLOQUET, 2009; TEIXEIRA et al., 2009).
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Em 2000, foi pela primeira vez identificada a circulagdo do sorotipo DENV-3 no
estado do Rio de Janeiro e em 2002, foi registrada a maior incidéncia de epidemia da dengue
da histéria do pais, quando foram notificados aproximadamente 790 mil casos. Houve uma
rapida disperséo do sorotipo DENV-3 para outros estados do Brasil, e em 2004, verificou-se a
circulagdo simultanea dos sorotipos 1, 2 e 3 do virus do dengue (CAMARA et al., 2007;
BRASIL, 2005).

Em 2010, o DENV-4 foi isolado a partir de casos detectados no Estado de Roraima e
no Amazonas. Em janeiro de 2011, foi isolado no Pard e, em mar¢co do mesmo ano, 0s
primeiros casos de DENV-4 no Rio de Janeiro foram confirmados pelo Instituto Oswaldo
Cruz (BARTH, 2013). Segundo o Ministério da Saude de janeiro a marco de 2013, os
sorotipos do virus da dengue estavam presentes praticamente em todos os Estados brasileiros
(BRASIL, 2013).

Dados do Ministério da Saude apontam que, em 2015 foram registrados 224.101 casos
notificados de dengue no pais até a primeira semana de marco. A regido Sudeste teve 0 maior
namero de casos notificados (145.020 casos; 64,7%) em relacdo ao total do pais, seguida das
regides Centro-Oeste (34.125 casos; 15,2%), Nordeste (21.472 casos; 9,6%), Norte (12.001
casos; 5,4%) e Sul (11.483 casos; 5,1%) (BRASIL, 2015).

No estado do Maranhdo, verifica-se aumento do nimero de casos de dengue a cada
ano e a circulacdo de varios sorotipos virais. As primeiras epidemias ocorreram na década de
1990 com registro anual de mais de quatro mil casos, a partir de entdo, sempre mostrou
namero elevado de notificagbes (BRASIL, 2006, 2008, 2013).

Até 0 momento no ano de 2015, o Maranh&o teve um aumento de quase o triplo no
namero de casos confirmados de dengue. Os dados analisados correspondem a um
levantamento feito nos primeiros dois meses do ano, e comparados ao ano de 2014. Segundo
o0 levantamento, neste mesmo periodo foram registrados 916 casos da doenca, enquanto que,

no ano de 2014 eram 390 casos confirmados de dengue no estado (BRASIL, 2015).
1.3 Aedes aegypti

O A. aegypti € o principal vetor da dengue no Brasil e nas Américas. Este mosquito
pertence a ordem Diptera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini, subgénero
Stegomyia e género Aedes (Meigen, 1818), espécie A. aegypti (CONSOLI; LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).
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Este vetor é oriundo do velho Mundo e hoje é considerado um mosquito cosmopolita,
com ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais, compreendidas principalmente entre 0s
paralelos (latitudes) 45°N e 35°S ou mesmo fora desses limites, mas dentro das zonas
isotermais de 20°C (BRASIL, 2001a).

O A. aegypti apresenta desenvolvimento completo, sendo que seu ciclo biolégico
compreende as seguintes fases: ovo, quatro estadios larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto
(Figura 1). Seu ciclo de vida € curto, varia de 8 a 12 dias em regides tropicais. Os adultos sdo
essencialmente urbanos, as fémeas sdo antropofilicas, apds o ato de acasalamento realizam o
repasto sanguineo, preferencialmente em humanos, o que € necessario para maturacdo de seus

OVos.

Posteriormente, as fémeas repousam e ao final da digestdo procuram recipientes com
agua para oviposicdo. Os ovos sdo depositados isoladamente nas paredes internas de
recipientes artificiais como: tonéis, caixas d’ agua, descartdveis, vasos, pneus, € outros
depdsitos (CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; SILVA; SILVA, 1999; TAUIL,
2002; PINHEIRO; TADEI, 2002, PINHEIRO, 2005).

As condicGes climaticas, aliada a fatores como: facilidade de reproducéo,
desenvolvimento dos meios de transporte; grande oferta de recipientes artificiais com agua;
aumento do uso de descartaveis; concentracdo populacional em meédias e grandes cidades;
problemas de abastecimento de agua; aliados a capacidade de resisténcia dos ovos a
dessecacdo, favorecem a sobrevivéncia do A. aegypti no Brasil, sendo que atualmente
encontra-se espalhado em todas as unidades federadas do pais (TAUIL, 2002; PINHEIRO,
2005; BRASIL, 2010).

Figura 1- Fases de vida do Aedes aegypti: (A) ovos; (B) larva; (C) pupa; (D) adulto. Fonte: NOCHT, B. (ovos);
RUSSEL, R. C. (larva); STICH, A. (pupa); VIEIRA, G. J. (adulto).
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1.3.1 Controle da dengue no Brasil

Desde a década de 20, o controle da dengue é realizado pela eliminagcdo dos estagios
imaturos (larvas) do A. aegypti por meio da eliminagdo dos criadouros ou da utilizagdo do
larvicida quimico. Tem sido utilizados produtos com principios ativos organoclorados,
organofosforados, Carbamatos e mais recentemente piretrdides (CAMARGO et al., 1998;
OLIVEIRA, 1998; REBELO et al., 1999; CARVALHO et al., 2004;: QUIMBAYO et al.,
2014).

Os inseticidas quimicos citados acima apresentam desvantagens e restricdes de uso
bem conhecidas: sdo toxicos ao homem, causam desequilibrio nos ecossistemas em que sao
utilizados, por atuarem em insetos benéficos, e quando sdo intensivamente utilizados podem
promover a selecdo de populagdes de mosquitos resistentes (VILARINHOS et al., 1998;
BRAGA; VALLE, 2007a).

A evolucdo mundial da resisténcia de mosquitos a inseticidas quimicos representa um
grande desafio para a saude publica, e o futuro do controle de vetores depende em grande
parte do desenvolvimento de inseticidas bioldgicos, com a expectativa de que as populacdes
ja resistentes a substancias quimicas ndo se tornem prontamente resistentes a inseticidas
biologicos (DESPRES et al., 2014). Diante disso, ha a necessidade de busca de novas
estratégias mais eficazes e ecologicamente seguras, como alternativas para o controle de A.

aegypti no pais.
1.3.2 Controle Bioldgico

O controle biolégico pode ser definido como a medida que visa a reducdo da
densidade populacional de determinado vetor, pela influéncia de outra populacdo que possa
agir nesse sentido. Os inimigos naturais podem ser considerados de acordo com sua maneira
de acdo, isto €, se a da predacdo ou do parasitismo. Este, por sua vez, podera ser focalizado
como micro ou como macroparasitismo, de acordo com o critério determinado pelo fato de,
respectivamente, 0s agentes se reproduzirem ou ndo no organismo do hospedeiro
(FORATTINI, 2002).

Vaérias pesquisas estdo sendo realizadas na busca por alternativas bioldgicas para o
controle de A. aegypti. A utilizacdo de espécies predadoras (peixes larvofagos, copépodos),
que atuam comendo as larvas em reservatorios aquaticos, esta entre um dos mais antigos
sistemas de controle bioldégico de mosquitos (BRASIL, 2001b; PAMPLONA et al., 2004;
PAMPLONA et al., 2007).


http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/carbamatos/
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Como controle biologico de A. aegypti, além da utilizacdo de peixes na predacdo das
larvas (BRASIL, 2001b; PAMPLONA et al, 2004) cita-se: extratos botanicos
(CAVALCANTI et al., 2004; SIMAS et al., 2004; COSTA et al., 2005; GERIS et al., 2008;
LEITE et al., 2009); fungos (HABIB, 1989); e neméatodeos (BRAGA; VALLE, 2007b).

A tendéncia atual é de restringir o uso de inseticidas quimicos, em substituicdo,
incentiva-se o uso de controle bioldgico e 0 manejo ambiental (ALVES, 1998; POLANCZYK
et al., 2003; PAMPLONA et al., 2004; GUO et al., 2015). As bactérias entomopatogénicas
formadoras de esporos possuem um grande potencial para o controle bioldgico de insetos. A
presenca de esporos Ihe confere resisténcia as condigdes adversas ambientais, conferindo-as
facilidade de producdo em larga escala industrial (HABIB; ANDRADE, 1998;
POLANCZYK; ALVES, 2003).

Dentre os agentes de controle bioldgico, as bactérias sdo uma alternativa econémica e
ecologicamente viavel (PRACA et al., 2004). O uso de bactérias para o controle das larvas de
mosquitos tem-se destacado entre diversos componentes que devem fazer parte dos programas
de manejo integrado (VILARINHOS et al., 1998).

Embora sejam conhecidas centenas de especies de bactérias associadas a insetos séo
poucas aquelas que podem ser utilizadas no controle biologico de vetores de doencas
tropicais. Dentre estas, podemos destacar Bacillus thuringiensis (Bt), que é considerada a
espécie de maior interesse, pois € um entomopatdgeno de varias ordens de insetos, como
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (CAVADOS et al., 2001; DE MAAGD et al., 2003).

1.4 Bacillus thuringiensis

Morfologicamente, B. thuringiensis é um bastonete de 1 a 1,2 um de largura por 3a 5
um de comprimento, geralmente com motilidade. E uma bactéria gram-positiva, aerdbica,
podendo facultativamente crescer em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 45°C. Formam
esporos, entre elipticos e cilindricos, em posicdo central, com esporangio nao nitidamente
estendido (Figura 2) (ALVES, 1998; COPALBO et al., 2005).

Esta espécie foi primeiramente observada em 1901 por Ishiwata, causando
mortalidade em larvas de bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (Linnaues,
1758), sendo inicialmente chamada de Bacillus sotto. Mais tarde em 1911, Berliner isolou
novamente este bacilo, descrevendo aspectos da sua patogenicidade e denominou-o de B.
thuringiensis em homenagem a provincia da Thuringia na Alemanha, local onde foi
primeiramente encontrado (GLARE; O'CALLAGHAM, 2000).
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O B. thuringiensis ocorre em diversos ambientes: como solo, folhas de plantas e
algumas vezes em micro habitats favoraveis como, por exemplo, dentro de insetos mortos. O
nimero de células de B. thuringiensis obtidas em isolamento pode variar entre 10% e 10*
unidades formadoras de colonia (UFC) por grama de solo, enquanto que em plantas este
nimero varia entre 0 e 100 UFC/cm? de folha (DAMGAARD, 2000).

Cristal proteico

Figura 2- Micrografia eletrénica de Bacillus thuringiensis
em final de esporulacdo, mostrando o esporo (estrutura
ovoide-preto) e o cristal bipiramidal (cinza). Fonte:
SANCHIS, V. (2010), adaptado por: LOBO, K. S. (2014).

Dentre as bactérias entomopatogénicas, B. thuringiensis constitui-se como
componente ativo utilizado comercialmente nos biopesticidas. Bacillus thuringiensis var.
israelensis é a variedade que apresenta maior toxicidade para culicideos e € utilizada como
estirpe padréo, sendo recomendada para o controle de mosquitos em varias regiées do mundo.
O sucesso desta bactéria como agente de controle bioldgico é devido a producdo durante a
esporulacdo de um cristal protéico, no qual contém toxinas inseticidas, comumente chamadas
de d-endotoxinas (AGAISSE; LERECLUS, 1995; DELECLUSE et al, 2000;
SARASWATHY; KUMAR, 2004).

O B. thuringiensis apresenta uma série de vantagens tais como: seguranca ambiental,
pois atua somente nos individuos alvos e as suas toxinas ndo se acumulam no ambiente; boa
duracdo no ambiente, suas formulagcdes comerciais podem apresentar eficacia no campo de até
90 dias em locais protegidos dos raios ultravioletas; capacidade de se reciclar em larvas
mortas; ou seja, 0S esporos podem germinar dentro do cadaver das larvas, desta forma,

mantendo-se no ambiente; além disso, apresenta diversidade de toxinas, o que dificulta a
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selecdo de mosquitos resistentes (HABIB; ANDRADE, 1998; POLANCZYK; ALVES,
2003).

1.4.1 Mecanismo de acao e é-endotoxinas

A propriedade larvicida de B. thuringiensis é atribuida a producdo de um cristal
proteico, que contém d-endotoxinas, sendo as proteinas do Cristal - Cry as mais relevantes, e
as Citoliticas - Cyt que atuam sinergeticamente com as toxinas do cristal. Estas proteinas sao
sintetizadas sob condicOes restritas de crescimento, durante o processo de esporulacdo da
bactéria e sdo codificadas por diferentes genes denominados genes cry e cyt (AGAISSE;
LERECLUS, 1995; DE MAAGD et al., 2003; SARASWATHY, KUMAR, 2004).

O cristal proteico de B. thuringiensis é considerado uma pré-toxina, ou seja, uma
forma ndo ativa e somente quando em contato com meio alcalino ou em solugéo de enzima
proteolitica, ocorre 0 processo de clivagem da pro-toxina, resultando em moléculas de
tamanhos variados, as é-endotoxinas (KUO; CHAK, 1996; YAMAMOTO; BRAVO et al.,
2005; ZONG et al., 2007). Os esporos também podem contribuir com a patogenicidade
através da agdo sinérgica realizada juntamente com as &-endotoxinas (JOHNSON;
McGAUGHEY, 1996).

Essas proteinas tornam-se toxicas para 0s insetos, quando as larvas ingerem esses
cristais. Assim, apos a ingestdo, os cristais sdo solubilizados no pH alcalino, que em presenca
de enzimas digestivas, sdo convertidas em quatro ou mais polipeptidios toxicos (o-
endotoxinas). As toxinas hidrolisadas cruzam através da membrana peritréfica, ligam-se aos
receptores especificos na membrana apical das células colunares do intestino médio,
interferindo no gradiente idnico e no balanco osmético das células da membrana, formando
poros, causando lise na célula e eventual ruptura e desintegracdo das células do intestino
médio. Consequentemente, a larva infectada morre por inanicdo, uma vez que torna-se
incapaz de absorver os nutrientes (Figura 3) (HOFTE; WHITELEY, 1989; BRAVO, 1997;
COPPING; MENN, 2000).

A atividade entomopatogénica desta bactéria estd associada com a sintese destas
proteinas que sdo altamente tdxicas e especificas para insetos de varias ordens e outros
invertebrados (HOFTE; WITELEY, 1989; GLARE; O’CALLANGHAM, 2000).
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Figura 3- Representacdo esquematica do modo de acdo das toxinas de Bacillus thuringiensis sorovar
israelensis em larva de mosquito. Fonte: Modificado de REGIS, L. et al. (2001).

Vaérias ordens de insetos possuem susceptibilidade as linhagens de B. thuringiensis,
dentre as mais estudadas estdo, Lepidoptera, Coleoptera por constituirem importantes pragas
agricolas e Diptera, principalmente os transmissores de doenca. Além de insetos citam-se
ainda nematoides, acaros entre outros organismos (KUO; CHAK, 1996; YAMAMOTO;
DEAN, 2000; DE MAAGD et al., 2003; VAN FRANKENHUY ZEN, 2009).

As toxinas de B. thuringiensis sdo formadas por trés dominios, | estaria relacionado &
insercdo e formacao de poros na membrana; o dominio Il é responsavel pelo reconhecimento
do receptor e, portanto, pela especificidade da toxina para o inseto-alvo; a funcdo do dominio
I11 ainda ndo esta totalmente elucidada, porém acredita-se que esta regido da proteina parece
estar envolvida com ambas as fun¢Ges dos dominios | e Il, além da estabilidade da toxina
(Figura 4) (SARASWATHY; KUMAR, 2004).
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d-Endotoxin from B. thuringiensis

Domain 111

Figura 4- Estrutura tridimensional da toxina
de Bacillus thuringiensis, mostrando os trés
dominios. Fonte: http://bioinformatica.uab.es/
biocomputacio/treballs00-01/custodio/Bt_&
endotoxina.htm.

Estudos sobre a toxina de B. thuringiensis, mostra a agregacéo e interacdo dos trés
dominios para causar a atividade larvicida de B. thuringiensis. Saraswathy e Kumar (2004)
descreveram a engenharia das diferentes &-endotoxinas o que levou a uma compreensdo do
seu modo molecular de acdo e construcdo de novas toxinas com maior atividade larvicida e
especificidade. A toxicidade das proteinas esta associada ao componente N-terminal,
enquanto que o componente C-terminal determina a formacao da estrutura do cristal (L1 et al.,
1991).

A composicdo da inclusdo cristalina e as estruturas das toxinas determinam a forma do
cristal, podendo ser bipiramidal, cubdide, rombdide, ovoide, esférico, retangular ou ainda sem
forma definida (HABID; ANDRADE, 1998).

A maior parte das cepas de B. thuringiensis sdo capazes de produzir mais de um tipo
de cristal. Os cristais podem ser formados por diferentes proteinas Cry e/ou Cyt, como ocorre,
por exemplo, em B. thuringiensis subesp. israelenses (Bti), que apresenta 5 genes
codificadores de proteinas Cry e um outro gene que codifica uma Cyt, todos localizados em
um mesmo plasmideo com massa molecular de 72 MDa (GONZALEZ; CARLTON, 1984;
LERECLUS et al., 1989). Os genes das proteinas do cristal protéico de B. thuringiensis estéo
presentes em plasmideos conjugativos, este tipo de organizacédo, facilita a recombinacdo e

troca destes elementos, fornecendo um importante mecanismo de geracdo de novas
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especificidades (ARONSON, 1993). Esses dados mostram a importancia da verificagdo da

presenca desses genes em linhagens com agéo para A. aegypti.

As variedades de proteinas Cry e Cyt sdo o resultado de um continuo esfor¢o na busca
por toxinas com propriedades adequadas para o controle de insetos de importancia agricola e
vetores de doengas (PIGOTT; ELLAR, 2007). Estas toxinas compreendem mais de 400 genes
cry e aproximadamente 37 genes cyt ja foram identificados. As proteinas Cry estdo
classificadas em cerca de 72 grupos organizados em diferentes subgrupos, além de existirem 3
grupos de toxinas Cyt (CRICKMORE, 2014). As toxinas Cry especificamente com acao para
dipteros vetores de doencas abrangem cerca de 20, sendo que continuamente sdo descritos
novos genes e, consequentemente, novas toxinas (VAN FRANKENHUY ZEN, 2009).

Como exemplo da importancia do esfor¢co de trabalhos de isolamento constante e
avaliagdo larvicida de novos isolados de B. thuringiensis, em 2009, na China foi isolada do
solo uma nova linhagem de Bt, que mostrou atividade lavicida contra A. aegypti vinculada a
esta descoberta, encontrou-se uma nova proteina Cry diferente das atualmente conhecidas

com acdo para este vetor (TAN et al., 2009).

Principalmente, devido ao crescente uso das proteinas Cry e Cyt, produzidas por essa
bactéria no controle de insetos de importancia epidemioldgica. Existe também a preocupacéo
com manejo de resisténcias de espécies alvo as &-endotoxinas produzidas pelo B.
thuringiensis ja conhecidas. E como essas toxinas ndo apresentam risco a salde humana e
outros mamiferos a sua utilizacdo para controle de insetos tornam-se interessante (CAROZZI
et al., 2001; SILVA, 2008).

Com isso, a busca de novas linhagens de B. thuringiensis com potencialidades
diferentes das atualmente conhecidas, apresenta-se como uma das prioridades nos projetos de
pesquisa em diversas regifes do mundo (SCHNEPF; WHITELEY, 1981; BARRETO, 2005).
Com o objetivo de obter, isolar e caracterizar linhagens promissoras e com toxinas diferentes
das ja existentes, e que possam ser utilizadas na producdo de biopesticidas (MEDEIROS et
al., 2006).

Tendo em vista, a importancia epidemioldgica de A. aegypti como principal vetor da
dengue, e que B. thuringiensis proporciona letalidade as larvas, € necessario isolar novas
linhagens mais promissoras para o controle desse vetor, em diferentes regides, na tentativa de

encontrar distintos espectros de acdo (SILVA, 2008).
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Considerando ainda que o estado do Maranhdo esta localizado na area de transicao
entre a regido amazonica e o semi-arido nordestino (GEPLAN, 2002). Desta forma, possuindo
uma diversidade de ecossistemas, como o Cerrado, que constitui cerca de 65% do territério do
Estado, o que certamente favorece a biodiversidade de microorganismos, fato que fortalece a
realizacdo dessa pesquisa.

Aliado a isso, considerando-se que existem poucas pesquisas no Estado do Maranhao
sobre a diversidade de B. thuringiensis, prop0s-se a realizagdo deste trabalho com intuito de
buscar isolados de Bt do solo com poder de toxicidade para o A. aegypti e consequentemente
que possam ser utilizadas no controle do vetor da dengue no Estado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

v Investigar o potencial de isolados de B. thuringiensis do cerrado Maranhense,
enquanto agente de controle bioldgico de A. aegypti.

2.2 Especificos

v" Montar um banco de B. thuringiensis isolados de diversas localidades do cerrado
Maranhense, relacionando linhagens com a¢do entomopatogénica;

v' Avaliar a atividade larvicida de isolados do cerrado Maranhense em condi¢Bes de
laboratério, com a determinagdo da Concentragéo Letal Mediana — CLso;

v Realizar a caracterizagdo molecular de isolados de B. thuringiensis do cerrado

Maranhense com toxicidade em A. aegypti.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Isolamento de Bacillus thuringiensis
3.1.1 Coletas de solo

O isolamento de B. thuringiensis foi realizado a partir de coletas de amostras de solo,
oriundas de 17 municipios do Cerrado Maranhense, escolhidos aleatoriamente: Caxias (CX),
Aldeias Altas (AL), Arari (AR), Santa Luzia (SL), Bacabal (BC), Alto Alegre do Maranh&o
(AA), Parnarama (PA), Colinas (CO), Paraibano (PR), S&o Jodo dos Patos (SJP), Bardo de
Grajau (BG), Pastos Bons (PB), Benedito Leite (BL), Sdo Raimundo das Mangabeiras
(SRM), Balsas (BS), Riachdo (RC) e Carolina (CR) (Figura 5). Os pontos de coleta das
amostras foram georreferenciados por meio de aparelho GPS (Global Positioning System).

As amostras foram coletadas com auxilio de espatula de madeira e acondicionadas em
tubos Falcon de 50 mL ambos estéreis, sendo coletados solos de coloracdo escura, a uma
profundidade de até 10 cm do nivel do solo (Figura 6). O material foi acondicionado em caixa
de isopor em condi¢Ges ambientais e transportado ao Laboratorio de Entomologia Medica -
LABEM do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do Maranhao -
CESC/UEMA, as quais foram devidamente identificadas para posterior isolamento e
identificacdo de Bt (Tabela 1).



WV ETERIEL)

Figura 5- Municipios onde foram coletadas as amostras de solo no
Estado do Maranhdo, Brasil. Fonte: Google Earth, Adaptado por

LOBO, K. S. (2014).

Figura 6- Tubo Falcon e espatula
utilizados na coleta das amostras de
solo. Foto: MADEIRA, RTP (2013).
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Tabela 1- Relacdo dos municipios, e georreferenciamento das amostras de solo
utilizadas no isolamento de Bacillus thuringiensis.

N° da Amostra Municipio Georreferenciamento

1 Caxias -04°53283 S -043°24539 W
2 Caxias -04°53293 S -043°24542 W
3 Caxias -04°54100 S -043°25444 W
4 Caxias -04°54104 S -043°25454 W
5 Caxias -04°53027 S -043°22518 W
6 Caxias -04°53018 S -043°22520 W
7 Caxias -04°54561 S -043°21243 W
8 Caxias -04°54567 S -043°21236 W
9 Caxias -04°54564 S -043°21225 W
10 Caxias -04°48133 S -043°20352 W
11 Caxias -04°48117 S -043°20343 W
12 Aldeias Altas -04°38364 S -043°28061 W
13 Aldeias Altas -04°38367 S -043°28062 W
52 Arari -03°50820 S -044°75913 W
53 Arari -03°50822 S -044°75903 W
54 Santa Luzia -04°72777 S -046°20900 W
55 Santa Luzia -04°38205 S -046°23301 W
66 Bacabal -04°21350 S -044°64569 W
67 Bacabal -04°21350 S -044°64569 W
68 Alto Alegre do MA -04°24027 S -044°43914 W
69 Alto Alegre do MA -04°24027 S -044°43914 W
73 Parnarama -59395049 S -43°011988 W
115 Colinas -06°04564 S -044°24599 W
116 Colinas -06°04576 S -044°24602 W
117 Colinas -06°04535 S -044°23106 W
118 Paraibano -06°40370 S -043°99750 W
119 Paraibano -06°40361 S -043°99727 W
120 S&0 Jodo dos Patos -06°50375 S -043°68658 W
121 S&0 Jodo dos Patos -06°49528 S -043°68339 W
122 S&0 Jodo dos Patos -06°49523 S -043°68343 W
123 Bardo de Grajau -06°75633 S -043°03584 W
124 Bardo de Grajau -06°75600 S -043°00500 W
125 Pastos Bons -06°60343 S -044°07106 W
126 Benedito Leite -07°22555 S -044°55972 W
127 Benedito Leite -07°21075 S -044°55723 W
128 S&o Raimundo das Mangabeiras -07°00805 S -045°47686 W
129 S&do Raimundo das Mangabeiras -07°03734 S -045°50122 W
130 Balsas -07°53533 S -046°03911 W
131 Balsas -07°53833 S -046°03878 W
132 Riachédo -07°34900 S -046°60464 W
133 Riachédo -07°37117 S -046°63114 W
134 Carolina -07°34641 S -047°44468 W
135 Carolina -07°32949 S -047°45271 W
136 Carolina -07°41508 S -047°21445 W
137 Carolina -07°41665 S -047°21482 W
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3.1.2 Isolamento e identificacéo

O isolamento das linhagens de B. thuringiensis foi realizado no Laboratério de
Entomologia Médica - LABEM do Centro de Estudos Superiores de Caxias — CESC/UEMA.
Os procedimentos para o isolamento de B. thuringiensis seguiram os métodos descritos por
Polanczyk (2004), o qual é uma modificacdo do método preconizado pela Organizacao
Mundial de Saide (WHO, 1985). Este procedimento consistiu em misturar 1g de solo a 10
mL de solugdo de sais (0,006 mM FeSO,.7H,0O; 0,01 mM CaCOs.7H,O; 0,08 mM
MgSQO,.7H,0; 0,07 mM MnS0O,4.7H,0; 0,006 MM ZnSO,4.7H,0).

Em seguida, as amostras foram diluidas seriadamente em solugdo salina a 1%. Uma
aliquota de 1mL da solugdo foi homogeneizada e submetida a choque térmico de 80°C por 12
minutos e em gelo por 5 minutos. Posteriormente, 100 pL da solucdo foi transferida para
placas de Petri contendo agar nutriente, sendo posteriormente espalhadas na placa com auxilio
de uma alga de Drigalski estéril. As placas foram invertidas e armazenadas para o crescimento

das coldnias em estufa bacteriologica a 28°C, durante 48 horas.

ApoOs o crescimento, as colonias foram avaliadas quanto a morfologia: elevacao,
forma, estrutura e borda. As colénias que apresentaram caracteristicas tipicas de Bacillus spp.
foram inoculadas em caldo nutriente, contendo penicilina G, servindo assim como meio

seletivo, e colocadas em incubador rotativo a 28°C a 180 rpm por cerca de 48 horas.

As colbnias crescidas no meio com antibiotico foram observadas a fresco em
microscopio de contrate de fase (aumento 100x), para verificar a presenca de inclusdo
parasporais (cristais de proteinas). Os isolados que apresentaram cristal foram identificados
como B. thuringiensis e, posteriormente, depositadas no Banco de Bacilos
Entomopatogénicos do Maranhdo - BBENMA, no LABEM do CESC/UEMA.

Os isolados possuem codigo, formado de letras e nimeros, e sdo homeados de acordo
com o BBENMA, BtMA: Bt - Bacillus thuringiensis e MA — Maranhdo (Bacillus
thuringiensis do Maranh&o), seguido do numero de identificacdo do isolamento. E como

linhagem padréo foi utilizada uma estirpe de B. thuringiensis var. israelensis.
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3.2 Avaliagédo da atividade larvicida
3.2.1 Manutencédo de Aedes aegypti em insetario

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizadas larvas de terceiro estadio de A.
aegypti que foram obtidas da colénia mantida no Laboratério de Entomologia Médica do
CESC/UEMA. As larvas foram criadas sob condicGes de temperatura e umidade controladas,

com temperatura em média de 26 + 2 °C, umidade relativa a 85% e fotofase de 12 horas.

Apobs a eclosdo dos ovos, as larvas receberam alimento constituido de racdo para
peixes, trés vezes por semana foi realizada a limpeza das bacias plasticas, com a troca de 1/3
da &gua, para evitar a formacao de pelicula de gordura e a proliferacdo de microorganismos.
As larvas foram mantidas nas bacias até chegar ao 3° estadio e retiradas para serem utilizadas

nos experimentos.

Os exemplares ndo usados nos bioensaios, foram deixados na bacia até atingir o

estagio de pupa, momento no qual foram levados para as gaiolas para emergéncia dos alados.

Na manuten¢do dos mosquitos adultos, fémeas e machos, foram alimentados com
solucdo de agua e acucar a 10%, umedecida em algoddo. Para as fémeas foi oferecido o
repasto sanguineo utilizando-se um hamster (Mesocricetus auratus). As fémeas ingurgitadas
foram postas para desovar em copos revestidos com papel-filtro umedecido para evitar

dessecacao dos ovos.

Apos periodo de oviposicdo, em media de trés a cinco dias, as desovas foram
transferidas para bacias contendo agua potavel e alimento, seguindo o mesmo ciclo de

atividades mencionado anteriormente (Figura 7).
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Figura 7- Manutencéo de Aedes aegypti em laborat6rio para realizacdo de
bioensaios: A) ovos; B) bacia com ovos para eclosdo das larvas; C)
larvas; D) pupas; E) gaiola de manutengéo dos adultos. Fotos: Acervo do
Laboratdrio de Entomologia Médica (LABEM).

3.2.2 Bioensaios

Foram realizados dois tipos de bioensaios: o bioensaio seletivo, cujo objetivo foi
selecionar isolados com patogenicidade as larvas de A. aegypti e o bioensaio quantitativo
(dose) com a finalidade de determinar a toxicidade dos isolados que mostraram atividade

entomopatogénica, por meio da estimativa da Concentracdo Letal Mediana (CLsp).
3.2.3 Bioensaios seletivos

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Entomologia Medica do
CESC/UEMA, sob temperatura de 26 + 2°C e umidade relativa de 85%. Para cada isolado,
foi preparada réplica de trés copos plasticos contendo 10 mL de agua destilada, 10 larvas de
terceiro estadio de A. aegypti e 1mL da cultura total do bacilo, crescido em Agar Nutriente a
28° C em estufa de crescimento bacterioldgico, por um periodo de 5 dias, até ser verificada a
esporulacdo ao microscépio éptico de contraste de fase. Em cada bioensaio, foi preparada

uma réplica sem inoculacao bacilar, servindo assim como controle negativo (Figura 8).

Ap0s a aplicacdo do bacilo, com 24 e 48 horas, foi feita leitura de mortalidade das
larvas, onde foram contados todos os individuos vivos e mortos, obtendo desta forma o
percentual de mortalidade dos individuos (DULMAGE et al., 1990).

Considerou-se com atividade larvicida os isolados que apresentaram mortalidade
acima de 50%, aos quais foram selecionados para posterior realizacdo do bioensaio

quantitativo e caracterizagdo molecular.
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Figura 8- Disposi¢do dos copos plasticos contendo larvas de Aedes aegypti durante a
realizacdo dos bioensaios seletivos. Foto: MADEIRA, R. T. P. (2013).

3.2.4 Bioensaios quantitativos

Os isolados selecionados no bioensaio seletivo foram testados em bioensaios de dose
para a determinacdo da CLso. Para o preparo das suspensdes de esporos/cristal, os isolados de
B. thuringiensis, incluindo a linhagem padrdo B. thuringiensis var. israelensis (Bti), foram
cultivados em Placas de Petri com meio de cultura Agar Nutriente e incubados a 28°C durante
5 dias, permitindo assim a completa esporulagéo e liberacéo dos cristais.

Apos este periodo, todo o contetdo bacteriano foi transferido, com auxilio de alca de
platina, para tubos Falcon contendo 10 mL de agua destilada autoclavada e 0,01% de Triton®
X-100 (espalhante adesivo). A suspensdo obtida foi homogeneizada e, a partir desta, foram
feitas trés suspensdes seriadas, sendo 10™, 10 e 10, respectivamente.

A suspensdo seriada 107 foi utilizada para a contagem de esporos em microscépio
Optico com auxilio da Camara de NeuBauer (ALVES; MORAES, 1998), para a padronizacao
a concentracdo de 1,0 x 10° esporos-cristal/mL, constituindo a suspenséo inicial testada no
bioensaio de dose e, a partir desta concentracdo, foram preparadas suspensdes diluidas

seriadamente.

Os bioensaios foram realizados distribuindo-se, com auxilio de um micropipetador, 1
mL de cada suspensdo dos isolados de B. thuringiensis, em copos descartaveis contendo 99
mL de agua destilada e 20 larvas de 3° instar de A. aegypti em cada copo, imersas com auxilio
de pipetas Pasteur. O experimento foi conduzido em trés repeti¢des e, para comparacdo dos
resultados, foi incluida a linhagem padrdo (Bti) (controle positivo) e, copos sem a cultura

bacteriana (controle negativo) (Figura 9).
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Nas primeiras 24 e 48 horas ap0s aplicacdo das suspensdes foi realizada a contagem de
larvas vivas e mortas, foram considerados mortos os individuos que ndo responderem com

movimentos ao ser tocados por um palito.

Figura 9- Disposicdo dos copos plasticos contendo larvas de Aedes
aegypti durante a realizagdo dos bioensaios quantitativos. Foto:
LOBO, K. S. (2014).

3.3 Concentracgao Letal Mediana (CLsp)

A determinacdo da Concentracdo Letal Mediana-CLsy, foi realizada por meio da
analise de Probit, utilizando-se o programa POLO PLUS (LeOra Software Berkeley, C.A.),
calculada a partir dos dados de mortalidade das larvas nos bioensaios de dose (FINNEY,
1981; HADDAD, 1998).

3.4 Caracterizacdo molecular

Os isolados de B. thuringiensis do cerrado Maranhense que apresentaram mortalidade
superior a 50% nos bioensaios seletivos foram caracterizados para se determinar a presenca de
genes cry e cyt com acdo larvicida em Diptera, especificamente para A. aegypti conforme
Cerdn et al. (1995) e Bravo et al. (1998).

3.4.1 Caracterizacgao génica

Para a deteccdo desses genes utilizou-se a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
— PCR. Foram pesquisados oito genes: cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa, cryllBa, cytlAa,
cytlAb e cyt2Aa, com acgdo toxica para larvas de A. aegypti, presentes na linhagem padréo

(Bti) e cuja descrigdo consta na Tabela 2.
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Para a extracdo do DNA gendmico dos isolados de B. thuringiensis foi utilizado o
protocolo do Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad). Os isolados foram previamente cultivados em
placas contendo meio Agar Nutriente sélido, por 18h a 28°C. Para cada isolado uma col6nia
foi ressuspendida em 1 mL de &gua estéril em tubos de microcentrifuga e levados a
centrifugagdo por 1 min & 11.000 rpm a 20°C.

Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 200 pL do Kit
InstaGene Matrix (Bio-Rad) e, em seguida, o material foi incubado em banho-maria a 56° C
por 20 min, agitado rigorosamente em vortex por 10 segundos e, logo apds, incubado em &gua
fervente (100°C) por 8 min. A amostra foi novamente agitada em vortex por 10s e
centrifugada a 20°C por 3 min a 11.000 rpm. Finalmente, 200 pL do sobrenadante foram
colhidos e transferidos para um microtubo esteéril, a qual foi estocada em freezer — 20° C até o

momento do uso.

Para cada isolado de B. thuringiensis foi realizada teste de PCR com todos os primers
especificos descritos na Tabela 2. Para a realizacao das reacdes de amplificacdo desses genes
cry e cyt foram utilizados os reagentes nas concentracdes discriminadas na Tabela 3. O DNA
patrdo Bti foi utilizado como controle positivo nas reacdes de amplificacdo por PCR. Como
controle negativo a quantidade de DNA foi substituida por agua para injecéo livre de DNASe,

previamente esterilizada.
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Tabela 2- Primers utilizados na reacdo de PCR dos genes cry e cyt de Bacillus thuringiensis
com acdo especifica para Aedes aegypti, com suas respectivas sequéncias, tamanho de
fragmento esperado e temperatura de anelamento.

Tamanho Temperatura
Gene

o Sequéncia de nucleotideos (5°-3°) do produto de anelamento
(iniciadores) (pb) (°C)
crydAa  5’- GGGTATGGCACTCAACCCCACTT 1529 57
3’- GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC
crydBa”  5’- GAGAACACACCTAATCAACCAAT 1951 50
3’- GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC
cryl0Aa®  5- ATTGTTGGAGTTAGTGCAGG 995 50
3’- AATACTTTGGATGTGTCTTGAG
cryllAa”  5’- CCGAACCTACTATTGCGCCA 470 50
3’- CTCCCTGCTAGGATTCCGTC
cryllBa®  5°- TACAGGATGGATAGGGAATGG 608 52
3’- TAATACTGCCATCTGTTGCTTG
cytlAa®  5°- AACTCAAACGAATAACCAAG 300 53
3>- TGTTCCTTTACTGCTGATAC
cytlAb*  5°- AAGCAAGGGTTATTACATTACG 698 54
3’- CCAATACTAAGATCAGAGGG
cyt2Aa®  5°- GCATTAGGAAGACCATTTG 361 53

3’- AAGGCTAAGAGTTGATATCG

Fonte: *Primers desenhados por Ben Dov et al. (1997);
*Primers desenhados por Costa et al. (2010).

Tabela 3- Reagentes utilizados nas reacGes de amplificacdo dos genes cry4Aa, cry4Ba,
cryl0Aa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa de Bacillus thuringiensis.

Reagente Concentracao Quantidade
Solucéo tampéo (sem Mg) 1X 5,0 uL
MgCl; 2mM 2,0 uL
dNTPs 0,2mM 0,5uL
Primer FW 1 uM/ pulL 2,0 uL
Primer RV 1 uM/ pulL 2,0 uL
Taq DNA polimerase 1 U/ uL 0,2 uL
Agua para injecio - 11,3 uL
DNA - 2,0 uL
TOTAL 25 pLL

FW: forward; RV: reverse

A reacdo de amplificacdo dos genes foi realizada em termociclador Gencycler-G96G
(Biosystems). As condicdes de amplificacdo foram programadas de acordo com as

especificacdes citadas na Tabela 4.
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Tabela 4- Condicbes de amplificacdo dos genes cry e cyt de Bacillus thuringiensis durante a
reacdo de PCR.

Desnaturacao inicial 94°C 5min
Desnaturacéo 94°C 1min
Anelamento 50-57°C 30s
Polimerizacao 72°C 1min
Extensdo final 72°C 7min
Hold 4°C

Total de ciclos 35

Com a finalidade de visualizar os fragmentos de DNA gerados pela técnica de PCR,
foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etideo. Apds a reacao
de amplificagdo, foi retirado Sul de cada amostra e adicionado em 3ul do corante

Blue/Orange Loading Dye (Promega).

As amostras foram aplicadas no gel de agarose, sendo este submetido a um campo
elétrico de 90 V, conduzido em tampdo TBE 1X (Tris/Borato/EDTA) em pH alcalino. Em
cada reacao de eletroforese, foi incluido 3uLL. de DNA Ladder 1Kb (Promega) como padrao de
peso molecular, o qual serviu como referéncia para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos

gerados.

Apos a corrida eletroforética, os geéis foram visualizados em um transiluminador
ultravioleta e posteriormente foram fotografados em aparelho TCL Documentation (Vilber

Lourmat).
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4 RESULTADOS
4.1 Isolamento de Bacillus thuringiensis

Foram analisadas 45 amostras de solo provenientes de 17 municipios do Cerrado
Maranhense. Destas, foram obtidas 1225 colonias bacterianas, sendo 383 identificadas como
B. thuringiensis, o que corresponde a 31,26% do total. O maior nimero de colbnias
bacterianas foi encontrado nas amostras 12 e 13 de Aldeias Altas com 203 e 93 coldnias,
respectivamente, seguido da amostra 67 de Bacabal com 84 colonias bacterianas (Tabela 5).

O maior percentual de isolados de B. thuringiensis obtido por amostra coletada,
ocorreu com a amostra 118, proveniente do municipio de Paraibano, sendo que do total de 32
colonias bacterianas obtidas, 28 (87,5%) foram identificadas como B. thuringiensis, seguido
das amostras 120 de Sdo Jodo dos Patos e 130 de Balsas, com indice de 85,71% e 83,33%,
respectivamente. Ressalta-se que das amostras analisadas, seis mostraram-se negativas, ou

seja, ndo foi identificada nenhuma linhagem como Bt (Tabela 5).

Em termos quantitativos, 0 maior nimero de isolados de Bt obtidos de uma Unica
amostra foi de 43 linhagens, proveniente da amostra 67 do municipio de Bacabal, seguido de

28 isolados obtidos da amostra 118 de Paraibano, e 25 da amostra 115 de Colinas (Tabela 5).



Tabela 5- Isolados de Bacillus thuringiensis obtidos a partir de amostra de solo de diversos municipios do Cerrado Maranhense.

Colbnias B. thuringiensis
Amostra Municipio bacterianas Iindice de Isolado
(CB) Bt=n(Bt/CB)*100

1 Caxias 5 0(0%) -

2 Caxias 44 0(0%) -

3 Caxias 13 2(15,38%) BtMA 0le 02

4 Caxias 4 1(25,0%) BtMA 03

5 Caxias 21 3(14,28%) BtMA 04, 05 e 06

6 Caxias 19 0(0%) -

7 Caxias 22 0(0%) -

8 Caxias 19 0(0%) -

9 Caxias 9 0(0%) -

10 Caxias 20 1(5%) BtMA 07

11 Caxias 21 6(28,57%) BtMA 08, 09, 10, 11, 12 e 13

12 Aldeias Altas 203 7(3,44%) BtMA 14, 15,16, 17, 18, 19 e 20

13 Aldeias Altas 93 9(9,67%) BtMA 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 e 29

52 Arari 44 20(45,45%) BtMA 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195,
196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203 e 204

53 Arari 41 8(19,51%) BtMA 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68 e 69

54 Santa Luzia 3 1(33,33%) BtMA 251

55 Santa Luzia 12 2(16,66%) BtMA 178 e 179

66 Bacabal 52 11(21,15%) BtMA 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 e 80

67 Bacabal 84 43(51,19%) BtMA 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122
e 123

68 Alto Alegre do MA 27 6(22,22%) BtMA 124, 125, 126, 127, 128 e 129

69 Alto Alegre do MA 5 2(40,0%) BtMA 130 e 131

73 Parnarama 31 6(19,35%) BtMA 252, 253, 254, 255, 256 e 257

40
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115

116

117

118

119

120

121
122
123
124

125
126

127

128

129

130

Colinas
Colinas
Colinas

Paraibano

Paraibano

Sdo Jodo dos Patos

Sdao Jodo dos Patos

S&o Jodo dos Patos
Bardo de Grajau
Bardo de Grajau

Pastos Bons
Benedito Leite

Benedito Leite

Sdo Raimundo das
Mangabeiras
Sao Raimundo das
Mangabeiras
Balsas

33

28

30

32

24

28

20

13

22

27

20

13

24

25(75,75%)
10(35,71%)
16(53,33%)

28(87,5%)

17(70,83%)

24(85,71%)

14(70,0%)
9(69,23%)
5(71,42%)
14(63,63%)

2(25%)
13(39,39%)

17(62,96%)
5(25,0%)
3(20,07%)

20(83,33%)

BtMA 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 360, 362,
363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375
e 376

BtMA 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385 e 386

BtMA 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397,
398, 399, 400, 401 e 402

BtMA 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413,
414, 415, 416, 417, 418, 419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426,
427, 428, 429 e 430

BtMA 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441,
442, 443, 444, 445, 446 e 447

BtMA 448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458,
459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466, 467, 468, 469, 470 e
471

BtMA 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480, 481, 482,
483, 484, e 485

BtMA 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493 e 494

BtMA 495, 496, 497, 498 e 499

BtMA 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510,
511,512 e 513

BtMA 514 e 515

BtMA 516, 517, 518, 519, 520, 521, 522, 523, 524, 525, 526,
527 e 528

BtMA 529, 530, 531, 532, 533, 534, 535, 536, 537, 538, 539,
540, 541, 542, 543, 544, e 545

BtMA 546, 547, 548, 549 e 550

BtMA 551, 552 e 553

BtMA 554, 555, 556, 557, 558, 559, 560, 561, 562, 563, 564,
565, 566, 567, 568, 569, 570, 571, 572 e 573
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131 Balsas 8 4(50,0%) BtMA 574, 575, 576 e 577
132 Riachéo 10 3(30,0%) BtMA 578, 579 e 580
133 Riachéo 22 14(63,63%) BtMA 581, 582, 583, 584, 585, 586, 587, 588, 589, 590, 591,
592, 593 e 594
134 Carolina 6 2(33,33%) BtMA 595 e 596
135 Carolina 7 1(14,28%) BtMA 597
136 Carolina 9 6(66,66%) BtMA 598, 599, 600, 601, 602 e 603
137 Carolina 9 3(33,33%) BtMA 604, 605 e 606
TOTAL 1225 383(31,26%)

*BtMA= Bacillus thuringiensis do Maranhdo (Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhao - Laboratério de Entomologia Médica do CESC/UEMA)

42
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4.2 Bioensaios seletivos

Dos 383 isolados de B. thuringiensis testados seletivamente em larvas de A. aegypti,
12 (3,13%) mostraram atividade larvicida superior a 50%, ap6s 48 horas de aplicacdo do
bacilo, que corresponde aos isolados BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104, BtMA 131, BtMA 194,
BtMA 251, BtMA 401, BtMA 410, BtMA 413, BtMA 450, BtMA 451 e BtMA 560. Sendo
que os isolados BtMA 25, BtMA 104, BtMA 401 e BtMA 560 apresentaram mortalidade de
100% apds 48 horas de aplicacdo da bactéria, vale ressaltar que o BtMA 104, BtMA 401 e
BtMA 560 atingiram 100% de mortalidade em apenas 24 horas ap0s a exposicao das larvas a
bactéria (Tabela 6).

Do total, 124 isolados apresentaram mortalidade inferior a 30% e 14 mostraram
mortalidade entre 30 e 50%, apds 24 e 48 horas de aplicacdo. Nos bioensaios com os demais

isolados, ndo se obteve mortalidade das larvas apds 24 e 48 horas de experimento (Tabela 6).
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Tabela 6- Bioensaios seletivos com isolados de Bacillus thuringiensis do Cerrado Maranhense

para larvas de Aedes aegypti.

Mortalidade %

Mortalidade %

Isolado 24hs 48hs  Classificacdo | Isolado 24hs 48hs  Classificagdo
BtMA 25 86,6 100 ++++ BtMA 179 13,3 13,3 +
BtMA 64 6,6 76,6 +++ BtMA 189 3,3 3,3 +
BtMA 65 3,3 23,3 + BtMA 193 20,0 20,0 +
BtMA 67 0 3,3 + BtMA 194 13,3 66,6 +++
BtMA 68 6,6 30,0 + BtMA 196 0 36,6 ++
BtMA 69 3,3 16,6 + BtMA 200 3,3 3,3 +
BtMA 70 13,3 13,3 + BtMA 251 6,6 93,3 ++++
BtMA 71 10,0 10,0 + BtMA 352 3.3 3,3 +
BtMA 72 26,6 26,6 + BtMA 353 0 3,3 +
BtMA 74 0 3,3 + BtMA 355 3,3 6,6 +
BtMA 77 6,6 6,6 + BtMA 356 3,3 3,3 +
BtMA 79 10,0 10,0 + BtMA 357 3,3 3,3 +
BtMA 82 10,0 16,6 + BtMA 359 6,6 10,0 +
BtMA 83 6,6 6,6 + BtMA 360 6,6 6,6 +
BtMA 84 16,6 16,6 + BtMA 361 3,3 6,6 +
BtMA 85 13,3 20,0 + BtMA 362 6,6 6,6 +
BtMA 86 6,6 6,6 + BtMA 366 3,3 3,3 +
BtMA 87 13,3 20,0 + BtMA 368 0 3,3 +
BtMA 88 33 3,3 + BtMA 369 3,3 6,6 +
BtMA 93 33 3,3 + BtMA 371 0 3,3 +
BtMA 94 6,6 10,0 + BtMA 372 3.3 3,3 +
BtMA 95 6,6 16,6 + BtMA 374 3.3 3,3 +
BtMA 96 33 3,3 + BtMA 375 3,3 3,3 +
BtMA 98 33 3,3 + BtMA 377 23,3 26,6 +
BtMA 99 33 3,3 + BtMA 378 3,3 3,3 +
BtMA 101 3,3 3,3 + BtMA 379 3.3 3,3 +
BtMA 103 3,3 3,3 + BtMA 381 3,3 3,3 +
BtMA 104 100 100 ++++ BtMA 382 3,3 3,3 +
BtMA 106 3,3 3,3 + BtMA 384 13,3 13,3 +
BtMA 107 3,3 3,3 + BtMA 385 3,3 10,0 +
BtMA 108 3,3 3,3 + BtMA 387 10,0 10,0 +
BtMA 109 3,3 3,3 + BtMA 394 3.3 3,3 +
BtMA 111 10,0 13,3 + BtMA 395 0 3,3 +
BtMA 112 6,6 10,0 + BtMA 398 0 3,3 +
BtMA 114 6,6 6,6 + BtMA 400 3,3 3,3 +
BtMA 115 13,3 13,3 + BtMA 401 100 100 ++++
BtMA 116 6,6 6,6 + BtMA 402 3,3 3,3 +
BtMA 118 3,3 3,3 + BtMA 403 3,3 3,3 +
BtMA 121 30,0 46,6 ++ BtMA 404 3,3 10,0 +
BtMA 122 40,0 40,0 ++ BtMA 405 3,3 3,3 +
BtMA 123 3,3 3,3 + BtMA 406 3,3 6,6 +
BtMA 124 3.3 3,3 + BtMA 407 6,6 6,6 +
BtMA 128 6,6 6,6 + BtMA 408 3,3 6,6 +
BtMA 129 20,0 23,3 + BtMA 409 3,3 10,0 +
BtMA 131 20,0 76,6 +++ BtMA 410 0 96,6 ++++
BtMA 178 26,6 26,6 + BtMA 412 3.3 3,3 +



Tabela 6 Continuagéo.

BtMA 413
BtMA 416
BtMA 417
BtMA 418
BtMA 420
BtMA 427
BtMA 429
BtMA 437
BtMA 438
BtMA 440
BtMA 442
BtMA 444
BtMA 447
BtMA 448
BtMA 450
BtMA 451
BtMA 458
BtMA 459
BtMA 460
BtMA 462
BtMA 472
BtMA 477
BtMA 495
BtMA 497
BtMA 498
BtMA 500
BtMA 501
BtMA 502
BtMA 503

0
0
0
3,3
3,3
3,3
3,3
0
3,3
3,3
33,3
13,3
0
3,3
73,0
0
3,3
6,6
13,3
23,3
3,3
3,3
0
16,6
0
26,6
26,6
10
33,3

93,3
3,3
6,6
3,3
10,0
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3

33,3

40,0
3,3
3,3

96,6

86,6
3,3
6,6
26,6
26,6
3,3
3,3
3,3

30,0

33,3

30,0

43,3
13,3

33,3

++++

+ 4+ + + ++ + + +

+ +
AL S &

++++
++++

+ + + 4+ + + + +

+ 4+
+ 1+ 1

++

BtMA 504
BtMA 505
BtMA 506
BtMA 509
BtMA 510
BtMA 514
BtMA 516
BtMA 521
BtMA 528
BtMA 529
BtMA 530
BtMA 531
BtMA 532
BtMA 533
BtMA 534
BtMA 536
BtMA 537
BtMA 540
BtMA 546
BtMA 548
BtMA 550
BtMA 554
BtMA 555
BtMA 556
BtMA 558
BtMA 559
BtMA 560
BtMA 561
BtMA 566

13,3
0
3,3
0
3,3
0
6,6
3,3
0
6,6
10,0
3,3
3,3
10,0
6,6
10,0
0
3,3
0
0
20,0
0
3,3
33,3
0
6,6
100
33,3
3,3

20,0
30,0
6,6
46,6
3,3
3,3
6,6
3,3
3,3
16,6
16,6
13,3
6,6
20,0
6,6
10,0
6,6
10,0
3,3
3,3
20,0
3,3
3,3
33,3
33,3
6,6
100
33,3
3,3

+
T+ +

++ 4+ ++++++ A+ 4+

++++
++
+

*BtMA= Bacillus thuringiensis do Maranh&o (Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhéo -

Laboratério de Entomologia Médica do CESC/UEMA);
* Em cada bioensaio foram testadas 30 larvas

+ + + + = mortalidade > 80%

+ + + = mortalidade 50 < 80%

+ + = mortalidade 30 < 50%
+ = mortalidade 1 > 30%
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4.3 Bioensaios quantitativos

Considerando-se a leitura de 24 horas ap0s a aplicagdo do bacilo, observou-se que para
os isolados de B. thuringiensis deste trabalho, com a dose 1x10° obteve-se 100% de
mortalidade das larvas de A. aegypti nos testes com BtMA 401; 82,77% com BtMA 560;
9,44% com BtMA 104 e o isolado BtMA 25 ndo apresentou mortalidade para esta dose. Para
as doses 6,67x10, 4,44x10" e 2,96x10’, BtMA 401 mostrou mortalidade de 99,44%, 96,11%
e 73,33% das larvas, respectivamente; a mortalidade para os demais isolados foi inferior a
50%. Considerando ainda a leitura de 24 horas, os resultados de mortalidade com o Bti foi de
100% até a dose 2,96x10’, atingindo 98,3%, 96,6%, 95%, 86,6% e 61,6% nas concentracdes
de 1,98x10’, 1,32x10’, 8,78x10°, 5,85x10° e 3,90x10° (Tabela 7).

Em 48 horas, o isolado BtMA 401 apresentou mortalidade de 100% nas concentragdes
1x10%, 6,67x10" e 4,44x10’, reduzindo para 87,22% na dose 2,96x10’; seguido do isolado
BtMA 560 com 91,11% e 56,66% nas doses 1x10° e 6,67x10". Os isolados BtMA 104 e
BtMA 25 apresentaram mortalidade de 55,55% e 38,33% na concentracdo de 1x10°,
respectivamente. Nas demais doses obtiveram-se valores diferenciados de mortalidade entre
os isolados, porém sendo menores que 50%. Com a bactéria padrdo (Bti) observou-se
mortalidade das larvas de até 90% na concentracéo de 5,85x10° e de 75% na dose 3,90x10°
(Tabela 7).

Nos bioensaios com os demais isolados ndo foram obtidos indices de mortalidade das

larvas em nenhuma das doses testadas.
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Tabela 7- Mortalidade em percentagem por dose das larvas de Aedes aegypti nos bioensaios quantitativos com os isolados de Bacillus thuringiensis do Cerrado
Maranhense nos intervalos de leitura 24 e 48 horas.

Doses
1solados Leitura 1x108  6,67x107  4,44x107 2,96x10° 1,98x10° 1,32x107 8,78x10° 5,85x10° 3,90x10° 2,60x10° 1,73x10° 1,16x10° 7,71x10°  Controle Tlgtr‘;‘/'a‘s’e

24h 0 0 0,55 1,11 0 0,55 1,11 1,11 0 0 0 0 0 0

BtMA 25 2400
48h 38,33 47,22 36,66 5,55 6,66 2,77 1,66 1,11 0 0 0 0 0 0
24h 9,44 5,55 6,66 13,88 1,11 2,77 1,66 2,77 0,55 1,66 1,11 0 0 0

BIMA 104 48h 5555 1722 2500 28,88 5,55 5,55 15,00 3.33 111 2.02 2.02 0 0 0 2400
24h 100 99,44 96,11 73,33 29,44 444 0,55 0 0 0 0 0 0 0

BIMA 401 48h 100 100 100 8720 3944 7.77 2.77 0 0 0 0 0 0 0 2400
24h 82,77 39,44 6,66 7,77 7,22 5,00 2,77 2,77 0 0 0 0 0 0

BIMA 560 48h 9111 5666 2722 4166 1044 1388 1277 5,00 0 0 0 0 0 0 2400

Bti* 24h 100 100 100 100 98,3 96,6 95 86,6 61,6 18,3 5 33 1,6 0 840
: 48h 100 100 100 100 100 100 100 90 75 216 8,3 5 33 0

BtMA= Bacillus thuringiensis do Maranh&o (Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhéo - Laboratério de Entomologia Médica do CESC/UEMA);
*Utilizada como linhagem padrao;
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4.4 Concentracao Letal Mediana (CLso)

Os quatro isolados testados nos bioensaios quantitativos se adequaram a analise de
regressdo linear, apresentando valores significativos para o teste t (>1,96) ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05). Entretanto trés isolados (BtMA 25, BtMA 104 e BtMA 560) nao
mostraram-se adequados para analise de Probit, pois os resultados mostraram valores de ¥

calculado maior que o * esperado ou tabelado (Tabela 8).

Os valores de CLso dos isolados de B. thuringiensis para as larvas de A. aegypti estdo
representados na tabela 8. Em geral, observou-se diferenca entre as concentragdes requeridas
dos isolados para ocasionar a mortalidade de 50% da populagédo de A. aegypti, que variou de
4,0 x 10* (BtMA 401) a 0,84 x 10° (BtMA 104) esporos-cristais/mL de B. thuringiensis.

Os menores valores de CLs, foram obtidos com o isolado BtMA 401 com 4,0 (3,4-4,7)
x 10* e com a bactéria padrdo Bti com 0,32 (0,26-0,40) x 10’. Entre os demais isolados
testados 0 menor valor de CLsp foi obtido com BtMA 560 (0,65x108 IC 0,46.108-0,12.10),
similar & BtMA 25 com CLs, (0,73x108 IC 0,54.10%-0,12.10%) e BtMA 104 que obteve CLsg
de 0,84x10° (0,45.10%-0,36.10°%) (Tabela 8).

Tabela 8- Concentragdo Letal Mediana (CLso) dos isolados de Bacillus thuringiensis para
larvas de Aedes aegypti ap0s 48 horas de aplicacéo.

Inclinacdo Dose (esporos-

0 2
Isolados N +DP cristais/mL) CLso (1C 95%) X (GL)

Bi 180 4.857+0.457* 0,32 x 10’ 0,32 (0,26-0,40) x 10’ 9.9448 (4)
BtMA25 180 2.593:0.192*  0,73x10° 0,73 (0,54.10°-0,12.10%)  26.795 (6)
BtMA 104 180 1511#0.106*  0,84x10° 0,84 (0,45.10°-0,36.10%) 39.194 (5)
BtMA 401 180 4.460+0.276* 4,0 x 10° 4,0 (3,4-47)x10°  2.5322(2)
BtMA 560 180 3.073#0.181*  0,65x10° 0,65 (0,46.10°-0,12.10% 41.357 (4)

N - Numero total de insetos testados/dose;
DP — Desvio Padrao;

IC — Intervalo de Confianga;

¥* — Qui-quadrado;

GL — Grau de Liberdade;

* - Significativo (p < 0,05).
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4.5 Caracterizacado molecular
4.5.1 Caracterizagdo génica

Os 12 isolados de B. thuringiensis que apresentaram mortalidade superior a 50%,
selecionados previamente por sua acdo larvicida em A. aegypti, foram caracterizados para
deteccdo da presenca dos genes cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa, cryl1Ba, cytlAa, cytlAb
e cyt2Aa.

Os isolados BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104, BtMA 194, BtMA 251, BtMA 410,
BtMA 413, BtMA 450, BtMA 451 e BtMA 560, amplificaram para um ou mais genes
estudados. Destacando-se os isolados BtMA 25 e BtMA 410, que amplificaram para trés
genes e, BtMA 413, BtMA 450 e BtMA 451, onde as amplificagdes foram positivas para dois
genes testados. Entre os genes pesquisados, os pertencentes a familia dos genes de acéo
citolitica (cyt) foram mais frequentes que os genes do crystal (cry), sendo cytlAa e cyt2Aa os
mais frequentes (Tabela 9).

N&o foram observados fragmentos amplificados de DNA para nenhum dos genes
testados nos isolados BtMA 131 e BtMA 401. Nenhum dos isolados amplificaram 0 DNA
para os genes cry4Aa, cry4Ba e crylOAa (Tabela 9).

Tabela 9- Genes detectados nos isolados de Bacillus thuringiensis do Cerrado Maranhense
que apresentaram mortalidade superior a 50% para larvas de Aedes aegypti.

Genes

Isolados Cry cyt

cry4dAa  crydBa  cryl0Aa cryllAa cryllBa cytlAa cytlAb cyt2Aa

BtMA 25 - - - ¥ ¥ + - -
BtMA 64
BtMA104 - - - - ; + - -
BtMA131 - - - - - - - -
BtMA194 - - - - - - -
BtMA251 - - - - - ; + -
BtMA401 - - - -
BtMA410 - - - + - - +
BtMA413 - - . +

BtMA450 - - - - -
BtMA451 - - - - -
BtMA560 - - . + ; - ; ]

1

1

1

1

1
+

+

+ +
T
+ + 4+ +

(+) Apresentou amplificacdo para o gene; (-) ndo apresentou amplificacdo para o gene.
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5 DISCUSSAO
5.1 Isolamento e selecéo de Bacillus thuringiensis

Nas atividades de isolamento de B. thuringiensis desenvolvidas neste estudo,
observou-se um percentual de 31,26% de B. thuringiensis em 1225 colbnias bacterianas
obtidas, estando presente em 39 das 45 amostras analisadas, com variacdo de 3,44 a 87,5%.
indice semelhante para o isolamento de B. thuringiensis foi obtido por Mourdo (2013), a
partir da prospeccdo de B. thuringiensis em amostras de solo coletadas nos diferentes biomas
brasileiros. Também analisou o Bioma Cerrado e verificou que de 72 amostras, obteve um

total de 521 isolados; destes, 26,24% foram identificados como B. thuringiensis.

Os indices de B. thuringiensis isolados a partir de amostras de solo tem mostrado
valores diferentes nas diversas regides brasileiras. No norte do pais, Silva et al. (2002)
analisaram 35 amostras, obtendo-se um total de 212 col6nias bacterianas, destas, apenas 6,6%
foram identificadas como B. thuringiensis. No Amazonas, Soares-da-Silva (2011) analisou 25
amostras de solo, provenientes de dez municipios do estado e obteve 484 colbnias bacterianas,
sendo 57 identificadas como B. thuringiensis, o0 que corresponde a 11,7%. Ja no Rio Grande
do Sul Polanczyk et al. (2004), analisaram 85 amostras de solo, sendo obtidas 772 colbnias
bacterianas. Dentre estas, 293 (37,9%) foram identificados como B. thuringiensis. Para o
estado de S&o Paulo na regido Sudeste, Silva et al. (2002) descreveram um indice em torno de

40,0%, enquanto que para o Nordeste do pais este indice foi cerca de 17,0%.

Segundo Meadows (1993), Hossain et al. (1997) e Polanczyk e Alves (2003), o solo
funciona como o principal reservatorio de esporos de B. thuringiensis na natureza e se
constitui no substrato mais utilizado para as atividades de isolamento de Bacillus spp. Varias
teorias discutem a presenca e permanéncia do B. thuringiensis no solo. Hossain et al. (1997)
admitem que se deve pela ocorréncia de insetos que servem de substrato para crescimento e
dispersdo desta espécie. Polanczyk (2004) sugere que a sua ampla distribuicdo pode estar
relacionada ao vento e a chuva que atuariam na dispersdo dos esporos do Bt em diversos

ambientes.

Outros fatores que podem estar relacionados a variacao de B. thuringiensis em regides
brasileiras sdo atividades como plantac6es de arroz e soja, bem como as condicGes climaticas,
as caracteristicas de cada solo e a composicdo quimica desse solo (POLANCZYK, 2004;
POLANCZYK et al., 2009).
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Portanto, s&o muitos os fatores que influenciam a eficiéncia do isolamento de
linhagens de B. thuringiensis, dos quais sobressai a escolha do substrato, 0 método de coleta
em campo e o processo de identificacdo da espécie. Isto prova que hd a necessidade de
continuidade nos estudos sobre isolamento e padronizacdo de métodos para diferentes
condicdes de solo (SOARES-da-SILVA, 2015).

Na identificacdo de B. thuringiensis, a analise morfoldgica dos cristais protéicos
constitui um elemento importante. De acordo com Glare ¢ O’Callagham (2000), o formato
dos cristais de toxina sdo indicadores da especificidade das linhagens, sendo os cristais
bipiramidais comumente descritos com acdo em Lepidoptera, enquanto aqueles com formato

ovéide e cuboide possuem acdo larvicida para Diptera.

Os bioensaios seletivos com B. thuringiensis obtidos neste trabalho, mostraram
atividade larvicida para A. aegypti em 3,13% dos 383 isolados testados. A baixa ocorréncia de
linhagens com acdo em mosquitos vetores também foi relatada por Praga et al. (2004), que
estudando a selecdo de B. thuringiensis com acdo em larvas de A. aegypti e C.
quinquefasciatus, de 300 isolados testados, apenas dois apresentaram toxicidade, que
corresponde a um indice de menos de 1%. Estudos semelhantes foram realizados por Dias et
al. (2002), que mostraram atividade de linhagens de B. thuringiensis com acdo tdxica em

larvas de A. aegypti em apenas 1,9% dos isolados.

Apesar do amplo espectro de acdo do B. thuringiensis em diversas ordens de insetos, a
predominancia inseticida desse bacilo é em larvas de Lepidoptera (SILVA-WERNECK et al.,
2000; POLANCZYK, 2004) e Coleoptera (MARTINS et al., 2003; SILVA, 2008), embora
algumas linhagens mostrem acédo larvicida em outras ordens de insetos, como Hymenoptera
(PINTO et al., 2003) e Diptera (VILARINHOS et al., 1998; CAVADOS et al., 2001; DIAS et
al., 2002), o que ocorre geralmente em baixa frequéncia. A patogenicidade dessa espécie de
bactéria para insetos de importancia em Salde Publica é relativamente baixa, quando
comparada ao efeito toxico do bacilo em outras ordens de inseto (DIAS et al., 2002; SILVA et
al., 2002; COSTA et al., 2010).

A alta prevaléncia de isolados com acdo em Lepidoptera foi mostrada por Cavaleiro et
al. (2005), que de 14 isolados testados, 13 apresentaram tocixidade para esta ordem, enguanto
que apenas um isolado mostrou toxicidade para a ordem Diptera. Gobatto et al. (2010),
também relataram a predominancia de linhagens especificas para Lepidoptera, onde
verificaram que 61% apresentaram agdo contra insetos desta ordem e somente 22,6% para

Diptera.
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No geral h&4 mais toxinas descritas com acdo para as ordens Lepidoptera e Coleoptera,
e sdo relatadas cerca de 95 toxinas ativas para a ordem Diptera, o que € menor quando
comparado a outros grupos (VAN FRANKENHUYZEN, 2009; 2013).

5.2 Bioensaios quantitativos (CLso)

Os bioensaios em condi¢fes de laboratorio, realizados com os isolados do cerrado
Maranhense, no geral, evidenciaram uma ac¢do larvicida menor quando comparados a
atividade do Bti (linhagem padréo). Nestes bioensaios, o maior percentual de mortalidade
ocorreu nas primeiras 24 horas apds a ingestdo do bacilo pela larva, com excec¢do dos
resultados obtidos com os isolados BtMA 25 e BtMA 104, onde o maior impacto de

mortalidade ocorreu em 48 horas.

Alto impacto nas primeiras 24 horas em experimentos com B. thuringiensis foram
igualmente relatadas por Costa et al. (2010) e Soares-da-Silva et al. (2015), os quais
verificaram 100% de mortalidade das larvas neste intervalo. A acéo larvicida nas primeiras
horas de contato também é descrita em bioensaios com outras espécies de Bacillus. Rodrigues
et al. (1998), Litaiff (2002) e Oliveira (2005) obtiveram mortalidade em larvas de Anopheles

spp. e C. quinquefasciatus nas primeiras horas de contato.

A Concentracdo Letal Mediana (CLso) € um pardmetro de avaliacdo de toxicidade, a
qual exige uma série de condicOes, para que possa ser estimada com maior precisao possivel.
Um requisito importante é a determinacdo do nimero de concentracdo do bacilo, composto de
pelo menos cinco doses (DULMAGE, 1990; ALVES, 1998). Condicdo considerada para a
realizacdo dos bioensaios neste estudo, onde foram empregadas diluicGes seriadas a partir da
cultura do bacilo. Entretanto, como ndo se pode determinar com precisdo quanto as larvas
ingerem de bactéria em cada dose, determinou-se a quantidade de esporos/cristal presente na
cultura total do bacilo (VILARINHOS et al. 1996; LITAIFF, 2002).

Os isolados BtMA 25 (3° = 26,8 gl 6), BtMA 104 (° = 39,2 gl 5) ¢ BtMA 560 (y* =
41,3 gl 4) ndo se adequaram aos requisitos para a analise de Probit (ALVES, 1998) . O qui-
quadrado significativo nestes trés isolados revela que os resultados de mortalidade nas doses
seriadas ndo mostraram efeitos toxicos distintos, ou seja, em algumas doses, houve

similaridade no percentual de mortalidade observada.

Para a determinacdo da CLsy é necessario exatiddo nos bioensaios, esta requer um

amplo nimero de mortalidade dos insetos, para um calculo com mais exatiddo é necessario
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percentuais de mortalidade que mostrem uma curva de mortalidade, a ndo obtencdo destes

dados podem comprometer a exatiddao da analise (DULMAGE et al. 1990).

Ao comparar os valores de CLsp obtidos com os quatro isolados de B. thuringiensis
testados neste trabalho, verificou-se que a linhagem padréo Bti, apresentou CLso= 0,32 x 10’
esporos-cristais/mL, concentracdo do bacilo para atingir o parametro de mortalidade de 50%
da populacdo testada. Entre os isolados do cerrado Maranhense, 0 que apresentou maior
toxicidade foi BtMA 401 com CLs, de 4,0 x 10* esporos-cristais/mL. Os isolados BtMA 25,
BtMA 104 e BtMA 560 apresentaram atividade larvicida mais baixa, os valores de CLs
variaram de 0,73 x 10%, 0,84 x 10% e 0,65 x 10° esporos-cristais/mL, respectivamente.

Outros trabalhos relacionando a obtencdo da Concentracdo Letal Mediana de B.
thuringiensis enfatizam o potencial deste agente biologico no controle de A. aegypti. Praca et
al. (2004) obtiveram CLsp de 4,9200 e 4,4900 pg/mL para os isolados S234 e S997,
respectivamente, e os resultados com Bti foi de 1,6 ug/mL. Dias et al. (2002) ndo encontraram
linhagens com toxicidade superior a da linhagem padréo, sendo que os valores das estirpes
testadas nesse estudo variou entre 6,77 a 41,59 pg/mL. Entretanto, Costa et al. (2010)
obtiveram cinco isolados mais efetivos que a linhagem padréo apds trés horas de exposicao
das larvas ao bacilo, estes apresentaram CLs, entre 0,01x10° e 0,03x10° esporos/mL, sendo

que o Bti nas mesmas condicdes obteve CLs, de 0,04x10° esporos/mL.

Os resultados obtidos neste estudo com os isolados de B. thuringiensis do cerrado
Maranhense mostram grande potencial para o controle bioldégico de mosquitos vetores de
doenca, tais como a dengue. Atualmente, o controle biolégico € uma alternativa ou
complemento viavel para as estratégias de controle dessa doenca, que priorize 0 manejo
integrado, reduzindo os inconvenientes de possivel desenvolvimento de resisténcia em

mosquitos.
5.3 Caracterizacdo molecular

Neste estudo observou-se a presenca dos genes cryllAa, cryllBa, cytlAa, CytlAb e
cyt2Aa, relacionados a acdo larvicida para A. aegypti. No trabalho realizado por Mourdo
(2013) para a deteccdo dos genes cry nos diferentes biomas brasileiros, foi observado um
grande percentual desses genes no bioma Cerrado, representando 46,88% com a presenca dos

mesmaos.

A frequéncia elevada de toxinas citoliticas encontradas nos isolados de B.

thuringiensis do Cerrado Maranhense ativos para A. aegypti mostra a importancia dessas
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toxinas na patogenicidade de linhagens para mosquitos. Corroborando com o trabalho de
Costa et al. (2010), onde a frequéncia obtida de genes cyt foi elevada, em que das 45 amostras
que apresentaram amplificacdo, 24 foram positivas para os iniciadores cyt. Entretanto,
contrasta com Costa et al. (2014), que relataram percentuais menores de genes cyt, pois foram
testados 500 isolados de B. thuringiensis, e somente seis (1,2%) continham essas toxinas.

Geralmente em pesquisas que tem por objetivo investigar a presenca desses genes
mosquitocida, € importante investigar a frequéncia dos genes das toxinas citoliticas, isso se
deve a eficiéncia deste gene para ordens de insetos, principalmente contra dipteros, pois essas
toxinas desempenham papel fundamental na agdo contra mosquitos, atuando diretamente na
insercéo das outras toxinas de B. thuringiensis no epitélio intestinal das larvas (PEREZ et al.,
2005; BRAVO et al., 2007).

E importante ressaltar a presenca de dois isolados que tiveram atividade larvicida,
porém nao apresentaram 0s genes relacionados a acdo para mosquito. A ndo deteccdo de
genes utilizados nesses isolados, mas que mostram atividade patogénica para A. aegypti
demonstra a necessidade de ampliar as descri¢cdes dos genes ou outros fatores associados com
a toxicidade, apontando para a possibilidade da presenca de outros genes ou toxinas. Tendo a
necessidade de ampliacdo da investigacdo molecular dos outros genes, incluindo o perfil
proteico desses isolados. Ocorréncia igualmente observada por Soares-da-Silva (2011)
testando isolados do Amazonas para A. aegypti, onde verificou que de seis isolados ativos,

cinco (83,3%) ndo amplificaram para nenhum dos genes estudados.

Atualmente, existem 53 toxinas, sendo 15 Cry e cinco Cyt testadas e que apresentam
atividade larvicida para A. aegypti, sendo esta espécie mais frequentemente testada, seguido
pelo género Culex e Anopheles. As familias de toxina que apresentam toxicidade para A.
aegypti, além das presentes no Bti, sdo Cry 1, Cry 2, Cry 16, Cry 20, Cry 24, Cry 32, Cry 44 e
Cyt 2B (VAN FRANKENHUYZEN, 2009; CRICKMORE, 2014). Toxinas estas, ndo testadas
neste trabalho, abrindo a possibilidade da existéncia de outros genes pertencentes a estas
familias com acgdo para Diptera nestes dois isolados, e também, a realizacdo de mais PCR para

deteccdo de outros genes codificadores de toxinas.

Desta forma, na atividade de caracterizacdo de uma linhagem, ndo se pode desvincular
as andalises moleculares do comportamento observado nos bioensaios seletivos. Com base
nisso, torna-se evidente a importancia desta atividade como fundamento para elucidar os
mecanismos de agdo de isolados de B. thuringiensis para mosquitos (SOARES-da-SILVA,
2015).
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Na determinacdo dos genes, verificou-se neste estudo dentre os dez isolados que
apresentaram amplificacdes, 30% foram positivas para ambos 0s genes (cry e cyt), sendo que
estes isolados também mostraram boa efetividade, o que pode ser devido a associacdo das
duas classes de toxinas. Sabe-se que ambas agem em sinergismo quando presente no mesmo
isolado, aumentando o poder de toxicidade dessas linhagens. Praca et al. (2004) observaram
que a toxicidade de alguns isolados a insetos-alvo pode ocorrer por causa das interacoes
sinergéticas entre toxinas mosquitocida ativas de B. thuringiensis, ou até mesmo pela

interacdo das toxinas com os esporos dessa bactéria.

Alguns trabalhos mostram que ha uma alta associacdo entre as toxinas CryllAa e
Cyt1Aa, o que pode ser a base das interacBes sinérgicas para larvas de dipteros. A eficiéncia
da interagdo dessas toxinas é devido a capacidade dessas de se liga através de epitopos
existentes em ambas as moleculas destes genes. Outros estudos tém relatado patogenicidade
da toxina Cryl1Aa para larvas de A. aegypti, sendo verificada que essa proteina é a mais ativa
encontrada no cristal de Bti (Bacillus thuringiensis var. israelensis) (TABASHNIK, 1992;
PEREZ et al., 2005; BEN-DOV, 2014).

O isolado BtMA 25 amplificou para os genes cryllAa, cryllBa e cytlAa. Segundo
Orduz et al. (1998) o cryllBa presente isoladamente de outros genes é altamente toxica as
larvas de mosquitos. Entretanto Costa et al. (2010) trabalhando com genes cry e cyt
observaram que o gene cryllBa em combinacdo com genes cyt ndo apresentaram atividade
larvicida satisfatoria, evidenciando que, nesse caso, 0S genes cyt ndo agem em sinergismo

com cryl1Ba, ao contrario da combinacgdo cryllAa e cytlAa.

Em nenhum dos isolados analisados nesta pesquisa foi detectado a presenca dos genes
das toxinas Cry4Aa e Cry4Ba. A auséncia desses genes foi igualmente reportada por Dias et
al. (2002) e Praca et al. (2004), que descreveram isolados com acdo toxica para A. aegypti,
gue também ndo apresentaram o0s genes cry4. Entretanto, Sousa-Filho (2007) analisou 16
isolados que continham o gene cry4, porém ndo apresentaram toxicidade em bioensaios com

A. aegypti, sugerindo este gene possui baixa expressdo ou especificidade para outros dipteros.

Os resultados encontrados evidenciam o potencial dos isolados do Cerrado
Maranhense para o controle de A. aegypti, no entanto é necessario ampliar as pesquisas sobre
a atividade larvicida dos isolados de B. thuringiensis, no sentido de elucidar e descrever
outros genes associados a producdo de toxinas inseticidas. Bem como, complementar esta
pesquisa com estudos sobre a influéncia das caracteristicas quimicas do solo na obtengéo

desses isolados.
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6 CONCLUSAO
Isolamento e selegéo:

v Foram isoladas 383 col6nias de B. thuringiensis de solo do Cerrado Maranhense, este
esteve presente em 39 amostras analisadas;

v 12 isolados apresentaram patogenicidade para larvas de A. aegypti superior a 50% nos
bioensaios seletivos, enquanto que, 0s demais isolados mostraram baixa acéo
larvicida;

v' O indice de B. thuringiensis ativo para A. aegypti, mostra que os isolados do Cerrado

Maranhense possuem potencial para o controle biolégico desse vetor.

Bioensaios quantitativos (CLso):

v A linhagem padrao B. thuringiensis var. israelensis apresentou alta atividade larvicida
no bioensaio quantitativo;

v' 0O isolado BtMA 401 é o mais promissor para ser utilizado no controle de larvas de A.
aegypti, pois apresentou menor valor de CLso;

v Os isolados toxicos deste trabalho se constituem em um acervo potencial para a busca
de novas formulacbes de inseticidas biologicos no controle de A. aegypti e outros

vetores.

Caracterizacao molecular:

v" Os 12 isolados analisados mostraram alta atividade larvicida e através da técnica de
PCR confirmou-se a presenca de cinco dos oito genes verificados para estes isolados
sendo: cryllAa, cryllBa, e cytlAa, cytlAb e cyt2Aa, onde cinco desses apresentaram
amplificacdes para dois ou mais genes;

v' Os resultados encontrados neste estudo em relacdo a caracterizacdo molecular
evidenciam o potencial dos isolados do Cerrado Maranhense para o controle de A.
aegypti, no entanto é necessario ampliar a descricdo de todos 0s genes associados a
producdo de toxinas inseticidas, bem como o mecanismo de acdo entre os isolados

mais potentes.
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1.3 Artigo propriamente dito:

Isolamento e patogenicidade de Bacillus thuringiensis Berliner, 1911 do Cerrado
Maranhense para larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae)

Katiane dos Santos Lobo®

Joelma Soares da Silva?

Valéria Cristina Soares Pinheiro®

RESUMO
Isolamento e patogenicidade de Bacillus thuringiensis Berliner, 1911 do Cerrado Maranhense

para larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae)

Atualmente a dengue é um grave problema de saide publica, especialmente no Maranhéo,
onde verifica-se aumento do nimero de casos a cada ano e a circulagdo de varios sorotipos
virais. O desenvolvimento de novas estratégias para o controle do Aedes aegypti € de extrema
importancia, para reduzir os casos da doenca. Uma alternativa para o controle deste vetor é a
utilizacdo de agentes de controle biologico, como Bacillus thuringiensis, que apresenta
toxicidade para o vetor da dengue. Neste estudo, buscou-se investigar o controle biolégico de
A. aegypti, com o uso de B. thuringiensis isolados do Cerrado Maranhense. Foram realizados
isolamentos e bioensaios seletivos para determinar a atividade entomopatogénica contra as
larvas de A. aegypti. A partir de 45 amostras de solo coletadas em 17 municipios do Cerrado
Maranhense, obteve-se 1225 coldnias bacterianas, sendo 383(31,26%) identificadas como B.

thuringiensis. Dos 383 isolados testados nos bioensaios seletivos, 12(3,13%) mostraram
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atividade larvicida superior a 50% (BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104, BtMA 131, BtMA 194,
BtMA 251, BtMA 401, BtMA 410, BtMA 413, BtMA 450, BtMA 451 e BtMA 560). Desta
forma, conclui-se que os isolados de B. thuringiensis do Cerrado Maranhense apresentaram
potencial para o controle biolégico de A. aegypti e os demais isolados podem constituir um

acervo que visem a selecéo de linhagens com acgao para outros insetos.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Controle biolégico, Dengue, Vetor.

INTRODUCAO

Dentre as doengas tropicais, a dengue tornou-se um dos principais problemas de saude
publica ndo somente no Brasil, mas também em diversos paises do mundo, sendo a segunda
arbovirose mais importante em relacdo ao nimero de pessoas infectadas (Gubler et al. 2001;
WHO 2013). E endémica em mais de 100 paises na Africa, nas Américas, no Leste do

Mediterraneo, no Sul e Sudeste Asiatico e no Oeste do Pacifico (Sampaio 2010).

A dengue é uma doenca infecciosa aguda, cujo agente etioldégico € um virus
pertencente a familia Flaviridae, género Flavivirus. Sdo conhecidos quatro sorotipos do virus
da dengue causador da forma classica da doenca: DENV-1, DENV-2, DENV-3, e DENV - 4
(Foratinni 2002; Rocha & Tauil 2009). Entretanto no ano de 2013 foi anunciada a descoberta
de um novo sorotipo do virus da dengue a partir de amostras coletadas durante um surto da
doenca em 2007 no continente Asiatico, confirmando assim a existéncia oficial de cinco tipos

de dengue (Normile 2013).

O virus da dengue é transmitido ao homem através da picada de fémeas infectadas de
mosquitos do género Aedes, sendo Aedes aegypti e Aedes albopictus as duas espécies mais
importantes como vetor. O A. aegypti é o principal, e talvez, o Unico vetor nas Américas,

enquanto que A. albopictus é vetor secundario na Asia e no Pacifico (Consoli & Lourenco de
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Oliveira 1994; Gubler et al. 2001). Uma vez com o virus da dengue, a fémea torna-se vetor

permanente da doenga (Souza 2010).

Dados do Ministério da Satde apontam que, somente em janeiro e fevereiro de 2013,
mais de 200 mil casos de dengue foram registrados no pais, um aumento de 190% em relagéo
ao mesmo periodo no ano anterior. Porém, o nimero de casos graves, em comparagdo com o
mesmo periodo, reduziu em 44% e o nimero de 6bitos em 20%, mas muito trabalho ainda é
necessario para que a doenca deixe de ser tdo negligenciada (Moehlecke 2013). No primeiro
semestre de 2014, foram registrados 87.136 casos da doenca, que representa uma reducao de
80% comparada ao ano de 2013, em relacdo ao numero de casos graves e quantidade de
Obitos houve uma reducéo de 84% e 95%, respectivamente, quando comparada com 0 ano

anterior (MS 2014).

De acordo com ultimo levantamento feito pela Vigilancia Epidemiologica Estadual, o
Maranh&o teve no ano de 2014, uma reducdo de 50% no numero de casos confirmados da
dengue. Os dados analisados correspondem a um levantamento feito nos ultimos sete meses, e
comparados ao mesmo periodo de 2013. Segundo o levantamento, foram registrados, entre
janeiro e julho, 1.921 casos da doenca, enquanto que no mesmo periodo em 2013 eram 3.842

casos confirmados de dengue (SECC 2014).

Vaérias pesquisas estdo sendo realizadas na busca por alternativas bioldgicas para o
controle A. aegypti. A tendéncia atual é de restringir o uso de inseticidas quimicos, em
substituicdo, incentiva-se o uso de controle biolégico e 0 manejo ambiental (Alves 1998;

Polanczyk et al. 2003; Pamplona et al. 2004).

As bactérias entomopatogénicas formadoras de esporos possuem um grande potencial
para o controle bioldgico de insetos. A presenca de esporos lhe confere resisténcia as
condicOes adversas ambientais, conferindo-as facilidade de produgcdo em larga escala

industrial (Habib & Andrade 1998; Polanczyk & Alves 2003). Dentre estas, podemos destacar
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Bacillus thuringiensis (Bt), que é considerada a espécie de maior interesse, pois é um
entomopatégeno de varias ordens de insetos, como Lepidoptera, Coleoptera e Diptera

(Cavados et al. 2001; De Maagd et al. 2003).

O B. thuringiensis ocorre em diversos ambientes: como solo, folhas de plantas e
algumas vezes em micro habitats favoraveis como, por exemplo, dentro de insetos mortos. O
Bt apresenta uma série de vantagens tais como: seguranca ambiental; boa duracdo no
ambiente; capacidade de se reciclar em larvas mortas, desta forma, mantendo-se no ambiente;
além disso, apresenta diversidade de toxinas, o que dificulta o desenvolvimento de resisténcia

nos mosquitos (Habib & Andrade 1998; Polanczyk & Alves 2003).

A busca de novas linhagens de B. thuringiensis com potencialidades diferentes das
atualmente conhecidas, apresenta-se como uma das prioridades nos projetos de pesquisa em
diversas regides do mundo (Schnepf & Whiteley 1981; Barreto 2005). Tendo em vista, a
importancia epidemiologica de A. aegypti como principal vetor da Dengue, e que B.
thuringiensis proporciona letalidade as larvas, é necessario isolar novas linhagens mais
promissoras para o controle desse vetor, em diferentes regides, na tentativa de encontrar

distintos espectros de acdo (Silva 2008).

Aliado a isso, considerando-se que existem poucas pesquisas no Estado do Maranhao
sobre a diversidade de B. thuringiensis, propds-se a realizacdo deste trabalho com intuito de
buscar isolados de Bt do solo com poder de toxicidade para o A. aegypti e consequentemente

que possam ser utilizadas no controle do vetor da dengue no Estado.
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MATERIAL E METODOS
Isolamento e identificagdo de Bacillus thuringiensis

Para o isolamento de B. thuringiensis foram realizadas coletas de amostras de solo,
oriundas de 17 municipios do Cerrado Maranhense. Os pontos de coleta das amostras foram
georreferenciados por meio de aparelho GPS (Global Positioning System). As amostras foram
coletadas com auxilio de espatula de madeira e acondicionadas em tubos Falcon de 50 mL
estéreis, sendo coletados solos de coloracdo escura, a uma profundidade de até 10 cm do nivel
do solo. O material foi acondicionado em caixa de isopor e transportado ao Laboratério de
Entomologia Médica - LABEM do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade
Estadual do Maranhdo - CESC/UEMA, as quais foram devidamente identificadas para

posterior isolamento e identificacdo de Bt.

O isolamento das linhagens de B. thuringiensis foi realizado no LABEM do Centro
CESC/UEMA. Os procedimentos para o isolamento de B. thuringiensis seguiram os métodos
descritos por Polanczyk (2004), o qual é uma modificacdo do método preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO 1985). Este procedimento consistiu em misturar 1g de
solo a 10 mL de solucédo de sais (0,006 mM FeSO,.7H,0; 0,01 mM CaCOs.7H,0; 0,08 mM

MgS0,4.7H,0; 0,07 mM MnSQO,4.7H,0; 0,006 mM ZnS0O,.7H,0).

Em seguida, as amostras foram diluidas seriadamente em solucdo salina a 1%. Uma
aliquota de 1mL da solucédo foi homogeneizada e submetida a choque térmico de 80°C por 12
minutos e em gelo por 5 minutos. Apds, 100 pL da solucdo foram transferidas para placas de
Petri contendo &gar nutriente, sendo posteriormente espalhadas na placa com auxilio de uma
alca de Drigalski. As placas foram invertidas e armazenadas para o crescimento das col6nias

em estufa bacterioldgica a 28°C, durante 48 horas.
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Apb6s o crescimento, as colénias foram avaliadas quanto a morfologia: elevacéo,
forma, estrutura e borda. As colbnias que apresentaram caracteristicas tipicas de Bacillus spp.
foram inoculadas em caldo nutriente, contendo penicilina G, servindo assim como meio
seletivo, e colocadas em incubador rotativo a 28°C a 180 rpm por cerca de 48 horas. As
colbnias crescidas no meio com antibiético foram observadas a fresco em microscopio de
contrate de fase (aumento 100x), para verificar a presenca de inclusdo parasporais (cristais de

proteinas).

Os isolados que apresentarem cristal foram identificados como B. thuringiensis e,
posteriormente, depositadas no Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo -
BBENMA, no LABEM do CESC/UEMA. Os isolados possuem cédigo, formado de letras e
nameros, e sdo nomeados de acordo com 0 BBENMA, BtMA: Bt — Bacillus thuringiensis e
MA — Maranh&o (Bacillus thuringiensis do Maranhao), seguido do numero de identificacdo

do isolamento.
Bioensaios seletivos

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizadas larvas de terceiro estadio de A.
aegypti que foram obtidas da coldénia mantida no LABEM do CESC/UEMA. As larvas foram
criadas sob condi¢des de temperatura e umidade controladas, com temperatura em média de

26 *+ 2 °C, umidade relativa a 85% e fotofase de 12 horas.

Para cada isolado, foi preparada réplica de trés copos plasticos contendo 10 mL de
agua potavel, 10 larvas de terceiro estadio de A. aegypti e 1mL da cultura total do bacilo,
crescido em Agar Nutriente a 28° C em estufa de crescimento bacteriolégico, por um periodo
de 5 dias, até ser verificada a esporulacdo. Em cada bioensaio, foi preparada uma réplica sem

inoculacdo bacilar, servindo assim como controle negativo.
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Apos a aplicagdo do bacilo, com 24 e 48 horas, foi feita leitura de mortalidade das
larvas, onde foram contados todos os individuos vivos e mortos, obtendo desta forma o
percentual de mortalidade dos individuos (Dulmage et al. 1990). Considerou-se com atividade

larvicida os isolados que apresentaram mortalidade acima de 50%.

RESULTADOS

Foram analisadas 45 amostras de solo provenientes de 17 municipios do Cerrado
Maranhense. Destas, foram obtidas 1225 colonias bacterianas, sendo 383 identificadas como
B. thuringiensis, o que corresponde a 31,26% do total. O maior numero de colbnias
bacterianas foi encontrado nas amostras 12 e 13 de Aldeias Altas com 203 e 93 colbnias,

respectivamente, seguido da amostra 67 de Bacabal com 84 colbnias bacterianas (Tabela 1).

O maior percentual de isolados de B. thuringiensis obtido por amostra coletada,
ocorreu com a amostra 118, proveniente do municipio de Paraibano, onde do total de 32
colénias bacterianas obtidas, 28 (87,5%) foram identificadas como B. thuringiensis, seguido
das amostras 120 de S&o Jodo dos Patos e 130 de Balsas, com indice de 85,71% e 83,33% de
B. thuringiensis, respectivamente. Ressalta-se que das amostras analisadas, seis mostraram-se

negativas, ou seja, nao foi identificada nenhuma linhagem como Bt (Tabela 1).

Em termos quantitativos, o maior nimero de isolados de Bt obtidos de uma Unica
amostra foi de 43 linhagens, proveniente da amostra 67 do municipio de Bacabal, seguido de

28 isolados obtidos da amostra 118 de Paraibano, e 25 da amostra 115 de Colinas (Tabela 1).

Dos 383 isolados de B. thuringiensis testados seletivamente em larvas de A. aegypti,
somente 12 (3,13%) mostraram atividade larvicida superior a 50%, o que corresponde aos
isolados BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104, BtMA 131, BtMA 194, BtMA 251, BtMA 401,

BtMA 410, BtMA 413, BtMA 450, BtMA 451 e BtMA 560, que apresentaram mortalidade de
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50 a 100% apds 24 e 48 horas de aplicagdo do bacilo. Sendo que quatro isolados apresentaram
mortalidade de 100% ap0ds 48 horas de aplicacdo da bactéria, vale ressaltar que o BtMA 104,
BtMA 401 e BtMA 560 atingiram 100% de mortalidade em apenas 24 horas ap0s a exposi¢do

das larvas a bactéria (Tabela 2).

DISCUSSAO

Nas atividades de isolamento de B. thuringiensis desenvolvidas neste estudo,
observou-se um percentual de 31,26% de B. thuringiensis em 1225 colbnias bacterianas
obtidas, estando esta espécie presente em 39 das 45 amostras analisadas, com variacao de 3,44
a 87,5%. Indice semelhante para o isolamento de B. thuringiensis foi obtido por Mouro
(2013), a partir da prospecgdo de B. thuringiensis em amostras de solo coletadas nos
diferentes biomas brasileiros. Em que de 72 amostras analisadas, obteve um total de 521

isolados; destes, 26,24% foram identificados como B. thuringiensis.

Os indices de B. thuringiensis isolados a partir de amostras de solo tem mostrado
valores diferentes nas diversas regifes brasileiras. No norte do pais, Silva et al. (2002)
analisaram 35 amostras, obtendo-se um total de 212 col6nias bacterianas, destas, apenas 6,6%
foram identificadas como B. thuringiensis. No Amazonas, Soares-da-Silva (2011) analisou 25
amostras de solo, provenientes de dez municipios do estado e obteve 484 colbnias bacterianas,
sendo 57 identificadas como B. thuringiensis, o0 que corresponde a 11,7%. Ja no Rio Grande
do Sul Polanczyk et al. (2004), analisaram 85 amostras de solo, sendo obtidas 772 colénias
bacterianas. Dentre estas, 293 (37,9%) foram identificados como B. thuringiensis. Para o
estado de Séo Paulo, Silva et al. (2002) descreveram um indice em torno de 40,0%, enquanto

que para o nordeste do pais este indice foi cerca de 17,0%.
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Segundo Meadows (1993), Hossain et al. (1997) e Polanczyk & Alves (2003), o solo
funciona como o principal reservatério de esporos de B. thuringiensis na natureza. Hoje se
constitui no substrato preferencialmente utilizado para as atividades de isolamento de Bacillus
spp. Ha varias teorias que discutem a presenca e permanéncia do B. thuringiensis no solo.
Hossain et al. (1997) admitem que isto se deve pela ocorréncia de insetos que Ihe servem de
substrato para crescimento e dispersdo. Polanczyk (2004) sugere que a ampla distribuicéo
desse bacilo pode estar relacionada a fatores abidticos, tais como o vento e a chuva que

atuariam na dispersdo dos esporos do bacilo em varios ambientes.

Outros fatores que podem estar relacionados a variacdao de B. thuringiensis em regides
brasileiras séo atividades como plantacfes de arroz e soja, bem como as condi¢des climaticas,
as caracteristicas de cada solo e a composicdo quimica desse solo (Polanczyk 2004,

Polanczyk et al. 2009).

Os bioensaios seletivos com B. thuringiensis obtidos neste trabalho, mostraram
atividade larvicida para A. aegypti em 3,13% dos 383 isolados testados. A baixa ocorréncia de
linhagens com acdo em mosquitos vetores também foi relatada por Praca et al. (2004), que
visando a selecdo de B. thuringiensis com acdo em larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus,
mostrou que de 300 isolados testados, apenas dois apresentaram toxicidade, o que
corresponde a menos de 1%. Da mesma forma, Dias et al. (2002) descreveram atividade de
linhagens de B. thuringiensis com acdo toxica em larvas de A. aegypti em apenas 1,9% dos

isolados.

Apesar do amplo espectro de acdo do B. thuringiensis em diversas ordens de insetos, a
predominancia inseticida desse bacilo é em larvas de Lepidoptera (Silva-Werneck et al. 2000;
Polanczyk 2004) e Coleoptera (Martins et al. 2003; Silva 2008), embora algumas linhagens
mostrem efeito toxico para outras ordens de insetos, tais como Hymenoptera (Pinto et al.

2003) e Diptera (Vilarinhos et al. 1998; Cavados et al. 2001; Dias et al. 2002), o que ocorre
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geralmente em baixa frequéncia. A patogenicidade dessa espécie de bactéria para insetos de
importancia em Saude Publica é relativamente baixa, quando comparada & a¢do do bacilo em

outras ordens de inseto (Dias et al. 2002; Silva et al. 2002; Costa et al. 2010).

A alta prevaléncia de isolados com acdo em Lepidoptera foi mostrada por Cavaleiro et
al. (2005), que de 14 isolados testados, 13 apresentaram tocixidade para esta ordem, enquanto
que apenas um isolado mostrou toxicidade para a ordem Diptera. Gobatto et al. (2010),
também relataram a predominancia de linhagens especificas para Lepidoptera, onde
verificaram que 61% apresentaram agdo contra insetos desta ordem e somente 22,6% para
Diptera. No geral ha mais toxinas descritas com acdo para as ordens Lepidoptera e
Coleoptera, e séo relatadas cerca de 95 toxinas ativas para a ordem Diptera, 0 que € menor

quando comparado a outros grupos (Van Frankenhuyzen 2009, 2013).

Os resultados encontrados evidenciam o potencial dos isolados do Cerrado
Maranhense para o controle de A. aegypti, no entanto é necessario complementar esta
pesquisa com testes de bioensaios quantitativos que tem por objetivo determinar a toxicidade
dos isolados que mostraram atividade entomopatogénica, estimando a Concentracdo Letal

Mediana (CLsp).
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Tabela 1- indice de Bacillus thuringiensis obtidos a partir de amostra de solo de diversos

municipios do Cerrado Maranhense.

o Colonias bacterianas B. thuringiensis
Amostra Municipio (CB) indice de Bt=n(Bt/CB)*100
1 Caxias 5 0(0%)
2 Caxias 44 0(0%)
3 Caxias 13 2(15,38%)
4 Caxias 4 1(25,0%)
5 Caxias 21 3(14,28%)
6 Caxias 19 0(0%)
7 Caxias 22 0(0%)
8 Caxias 19 0(0%)
9 Caxias 9 0(0%)
10 Caxias 20 1(5%)
11 Caxias 21 6(28,57%)
12 Aldeias Altas 203 7(3,44%)
13 Aldeias Altas 93 9(9,67%)
52 Arari 44 20(45,45%)
53 Arari 41 8(19,51%)
54 Santa Luzia 3 1(33,33%)
55 Santa Luzia 12 2(16,66%)
66 Bacabal 52 11(21,15%)
67 Bacabal 84 43(51,19%)
68 Alto Alegre do MA 27 6(22,22%)
69 Alto Alegre do MA 5 2(40,0%)
73 Parnarama 31 6(19,35%)
115 Colinas 33 25(75,75%)
116 Colinas 28 10(35,71%)
117 Colinas 30 16(53,33%)
118 Paraibano 32 28(87,5%)
119 Paraibano 24 17(70,83%)
120 S&o Jodo dos Patos 28 24(85,71%)
121 S&o Jodo dos Patos 20 14(70,0%)
122 S&o Jodo dos Patos 13 9(69,23%)
123 Bardo de Grajad 7 5(71,42%)
124 Bardo de Grajad 22 14(63,63%)
125 Pastos Bons 8 2(25,0%)
126 Benedito Leite 33 13(39,39%)
127 Benedito Leite 27 17(62,96%)
198 Sa(I)VIRalmunQO das 20 5(25,00)
angabeiras
129 Satl)\ARalmunQO das 13 3(20,07%)
angabeiras
130 Balsas 24 20(83,33%)
131 Balsas 8 4(50,0%)
132 Riachdo 10 3(30,0%)
133 Riachdo 22 14(63,63%)
134 Carolina 6 2(33,33%)
135 Carolina 7 1(14,28%)
136 Carolina 9 6(66,66%)
137 Carolina 9 3(33,33%)
TOTAL 1225 383(31,26%)
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Tabela 2- Bioensaios seletivos com isolados de Bacillus thuringiensis do Cerrado Maranhense para

larvas de Aedes aegypti.

Mortalidade %

Mortalidade %

Isolado 24hs 48hs Classificacdo | Isolado 24hs 48hs Classificacdo
BtMA 25 53,3 86,6 ++++ BtMA 442 33,3 33,3 ++
BtMA 64 6,6 76,6 +++ BtMA 444 13,3 40,0 ++
BtMA 68 6,6 30,0 + BtMA 450 73,0 96,6 ++++
BtMA 104 100 100 ++++ BtMA 451 0 86,6 ++++
BtMA 121 30,0 46,6 ++ BtMA 497 16,6 30,0 +
BtMA 122 40,0 40,0 ++ BtMA 498 0 33,3 ++
BtMA 131 20,0 76,6 +++ BtMA 500 26,6 30,0 +
BtMA 194 13,3 66,6 +++ BtMA 501 26,6 43,3 ++
BtMA 196 0 36,6 ++ BtMA 503 33,3 33,3 ++
BtMA 251 6,6 93,3 ++++ BtMA 505 0 30,0 +
BtMA 401 100 100 ++++ BtMA 509 0 46,6 ++
BtMA 410 0 96,6 ++++ BtMA 560 100 100 ++++
BtMA 413 0 93,3 ++++ BtMA 561 33,3 33,3 ++

*BtMA= Bacillus thuringiensis do Maranhdo (Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo - Laboratério de

Entomologia Médica do CESC/UEMA);
*Em cada bioensaio foram testadas 30 larvas
+ + + + = mortalidade > 80%
++ + = mortalidade 50 < 80%
++ = mortalidade 30 < 50%
+ = mortalidade 1 >30%
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RESUMO

O desenvolvimento de novas estratégias para o controle do Aedes aegypti € de extrema
importancia, para minimizar as epidemias de dengue. Uma alternativa para o controle deste
vetor € a utilizacdo de agentes de controle bioldgico, como Bacillus thuringiensis, que
apresenta toxicidade a mosquitos de importéancia epidemiologica. Sua propriedade larvicida é
atribuida a produ¢ao de um cristal proteico, que contém &-endotoxinas (proteinas Cry e Cyt).
Neste estudo, buscou-se investigar o potencial de isolados de B. thuringiensis do Cerrado
Maranhense, enquanto agente de controle biolégico de A. aegypti. Foram realizados
bioensaios seletivos para determinar a atividade entomopatogénica contra as larvas de A.
aegypti, bioensaios quantitativos com a finalidade de determinar a toxicidade dos isolados,
por meio da estimativa da Concentracdo Letal Mediana (CLso) e PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) para verificar a presenca de genes mosquitocida. Dos 383 isolados testados, 12
(3,13%) mostraram atividade larvicida superior a 50% (BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104,
BtMA 131, BtMA 194, BtMA 251, BtMA 401, BtMA 410, BtMA 413, BtMA 450, BtMA
451 e BtMA 560), aos quais foram selecionados para realizacdo do bioensaio gquantitativo e
caracterizacdo molecular. Os bioensaios quantitativos permitiram observar que os menores
valores de CLso foram obtidos com o isolado 401 (4,0 x 10* esporos-cristais/mL) e com a
bactéria padréo Bti (0,32 x 107 esporos-cristais/mL). Os demais isolados testados mostraram
baixa atividade larvicida. Os testes de PCR mostraram que dos oito genes testados: cry4Aa,
crydBa, crylOAa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa, cinco destes: cryllAa,
cryllBa, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa foram detectados em dez isolados, estando ausentes em
apenas dois dos 12 isolados testados. Esses dados demonstram que os isolados de B.
thuringiensis do Cerrado Maranhense apresentaram alta patogenicidade e potencial para o
controle bioldgico de A. aegypti.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Controle biologico, Dengue, Vetor.



94

1. Introducéo

O controle da dengue € geralmente realizado pela eliminacdo das larvas do Aedes
aegypti por meio da eliminacdo dos criadouros ou da utilizagdo do larvicida quimico, como
produtos com principios ativos organoclorados, organofosforados e mais recentemente
piretrdides (CAMARGO et al., 1998; OLIVEIRA, 1998; REBELO et al., 1999; CARVALHO
et al., 2004; QUIMBAYO et al., 2014).

Os inseticidas quimicos apresentam desvantagens e restricbes de uso bem conhecidas:
sdo toxicos ao homem, causam desequilibrio nos ecossistemas em que sao utilizados, por
atuarem em insetos benéficos, e quando sdo intensivamente utilizados podem promover o
desenvolvimento de populacbes de mosquitos resistentes (VILARINHOS et al., 1998;
BRAGA,; VALLE, 2007). Diante disso, ha a necessidade de busca de novas estratégias mais

eficazes e ecologicamente seguras, como alternativas para o controle de A. aegypti no pais.

Vaérias pesquisas estdo sendo realizadas na busca por alternativas biolégicas para o
controle de A. aegypti. A utilizagdo de espécies predadoras (peixes larvofagos, copépodos),
que atuam comendo as larvas em reservatorios aquaticos, esta entre um dos mais antigos
sistemas de controle bioldgico de mosquitos (MS, 2001; PAMPLONA et al.,, 2004;
PAMPLONA et al., 2007).

A tendéncia atual é de restringir o uso de inseticidas quimicos, em substituicdo,
incentiva-se 0 uso de controle bioldgico e 0 manejo ambiental (ALVES, 1998; POLANCZYK
et al., 2003; PAMPLONA et al., 2004; GUO et al., 2015). As bactérias entomopatogénicas
formadoras de esporos possuem um grande potencial para o controle bioldgico de insetos. A
presenca de esporos lhe confere resisténcia as condicdes adversas ambientais, conferindo-as
facilidade de producdo em larga escala industrial (HABIB; ANDRADE, 1998;
POLANCZYK; ALVES, 2003).

Embora sejam conhecidas centenas de espécies de bactérias associadas a insetos sdo
poucas aquelas que podem ser utilizadas no controle bioldgico de vetores de doencas
tropicais. Dentre estas, podemos destacar Bacillus thuringiensis (Bt), que é considerada a
espécie de maior interesse, pois € um entomopatdgeno de varias ordens de insetos, como
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (CAVADOS et al., 2001; DE MAAGD et al., 2003).

Dentre as bactérias entomopatogénicas, B. thuringiensis constitui-se como
componente ativo utilizado comercialmente nos biopesticidas. O sucesso desta bactéria como

agente de controle bioldgico é devido a produgdo durante a esporulagdo de um cristal
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protéico, no qual contém toxinas inseticidas, comumente chamadas de o&-endotoxinas
(AGAISSE; LERECLUS, 1995; DELECLUSE et al., 2000; SARASWATHY:; KUMAR,
2004). O cristal protéico de B. thuringiensis é considerado uma pro-toxina, ou seja, uma
forma néo ativa e somente quando em contato com meio alcalino ou em solugéo de enzima
proteolitica, ocorre o processo de clivagem da pro-toxina, resultando em moléculas de
tamanhos variados, as 6-endotoxinas (KUO; CHAK, 1996; YAMAMOTO; DEAN, 2000,
BRAVO et al., 2005, ZONG et al., 2007).

A propriedade larvicida de B. thuringiensis é atribuida a producdo de um cristal
proteico, que contém 3-endotoxinas, sendo as proteinas do Cristal - Cry as mais proeminentes,
e as Citoliticas - Cyt que atuam sinergeticamente com as toxinas do cristal. Estas proteinas
séo sintetizadas sob condigdes restritas de crescimento, durante o processo de esporulacdo da
bactéria e sdo codificadas por diferentes genes denominados genes cry e cyt (AGAISSE;
LERECLUS, 1995; DE MAAGD et al., 2003; SARASWATHY, KUMAR, 2004).

A atividade entomopatogénica desta bactéria esta associada com a sintese destas
proteinas que sdo altamente tdxicas e especificas para insetos de varias ordens e outros
invertebrados (HOFTE; WITELEY, 1989; GLARE; O’CALLANGHAM, 2000). As
variedades de proteinas Cry e Cyt sdo o resultado de um continuo esfor¢co na busca por
toxinas com propriedades adequadas para o controle de insetos de importancia agricola e
vetores de doencas (PIGOTT; ELLAR, 2007).

Com isso, a busca de novas linhagens de B. thuringiensis com potencialidades
diferentes das atualmente conhecidas, apresenta-se como uma das prioridades nos projetos de
pesquisa em diversas regides do mundo (SCHNEPF; WHITELEY, 1981; BARRETO, 2005).

Considerando-se que existem poucas pesquisas no Estado do Maranhdo sobre a
diversidade de B. thuringiensis, prop6s-se a realizacdo deste trabalho com intuito de buscar
isolados de Bt do solo com poder de toxicidade para o A. aegypti e consequentemente que
possam ser utilizadas no controle do vetor da dengue. Além disso, a busca por novos isolados
torna-se importante uma vez que possibilita encontrar novas combinacGes de toxinas dos

genes cry e Cyt.
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2. Material e Métodos
2.1 Isolados e selecdo de Bacillus thuringiensis

Analisaram-se 383 isolados de B. thuringiensis, provenientes de diversas localidades
do Cerrado Maranhense, pertencentes ao Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranh&o
- BBENMA, do LABEM no CESC/UEMA. Como linhagem padréo foi utilizada uma estirpe

de B. thuringiensis var. israelensis.

Realizaram-se bioensaios seletivos seguindo a metodologia descrita por (DULMAGE
et al., 1990), para se verificar a patogenicidade dos isolados e foram considerados com
atividade larvicida os que apresentaram mortalidade acima de 50%, aos quais 12 isolados
foram selecionados para posterior realizacdo do bioensaio quantitativo e caracterizacao

molecular.
2.2 Bioensaios quantitativos para avaliacdo da atividade larvicida em A. aegypti

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizadas larvas de terceiro estadio de A.
aegypti que foram obtidas da coldénia mantida no LABEM do CESC/UEMA. As larvas foram
criadas sob condigdes de temperatura e umidade controladas, com temperatura em meédia de

26 + 2 °C, umidade relativa a 85% e fotofase de 12 horas.

Os isolados selecionados no bioensaio seletivo foram testados em bioensaios de dose
para a determinacdo da CLso. Para o preparo das suspensdes de esporos/cristal, os isolados de
B. thuringiensis, incluindo a linhagem padrdo B. thuringiensis var. israelensis (Bti), foram
cultivados em Placas de Petri com meio de cultura Agar Nutriente e incubados a 28°C durante
5 dias, permitindo assim a completa esporulacdo e liberacdo dos cristais. Apos este periodo,
todo o conteddo bacteriano foi transferido, com auxilio de alca de platina, para tubos Falcon
contendo 10 mL de agua destilada autoclavada e 0,01% de Triton® X-100 (espalhante
adesivo). A suspensdo obtida foi homogeneizada e, a partir desta, foram feitas trés suspensoes
seriadas, sendo 10, 10% e 10°®, respectivamente. A suspensdo seriada 107 foi utilizada para a
contagem de esporos em microscopio dptico com auxilio da Camara de NeuBauer (ALVES;
MORAES, 1998), para a padronizagdo a concentracdo de 1,0 x 10° esporos-cristal/ml,
constituindo a suspensdo inicial testada no bioensaio de dose e, a partir desta concentracao,

foram preparadas suspensoes diluidas seriadamente.

Os bioensaios foram realizados distribuindo-se, com auxilio de um micropipetador, 1
mL de cada suspensdo dos isolados de B. thuringiensis, em copos descartaveis contendo 99

ml de adgua destilada e 20 larvas de 3° instar de A. aegypti em cada copo, imersas com auxilio
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de pipetas Pasteur. O experimento foi conduzido em trés repeti¢Oes e, para comparagdo dos
resultados, foi incluida a linhagem padrdo (Bti) (controle positivo) e, copos sem a cultura
bacteriana (controle negativo).

Nas primeiras 24 e 48 horas ap0s aplicacdo das suspensdes foi realizada a contagem de
larvas vivas e mortas, foram considerados mortos os individuos que ndo responderem com

movimentos ao ser tocados por um palito.

A determinacdo da Concentracdo Letal Mediana-CLsy, foi realizada por meio da
analise de Probit, utilizando-se o programa POLO PLUS (LeOra Software Berkeley, C.A.),
calculada a partir dos dados de mortalidade das larvas nos bioensaios de dose (FINNEY,
1981; HADDAD, 1998).

2.3 Caracterizagado génica

Para a deteccdo de genes cry e cyt com acdo larvicida em Diptera, utilizou-se a técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR. Foram pesquisados oito genes: cry4Aa, cry4Ba,
cryl0Aa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa, com agdo toxica para larvas de A.
aegypti (Tabela 1).

Para a extracdo do DNA gendmico dos isolados de B. thuringiensis foi utilizado o
protocolo do Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad). Os isolados foram previamente cultivados em
placas contendo meio Agar Nutriente s6lido, por 18h a 28°C. Para cada isolado uma col6nia
foi ressuspendida em 1 mL de agua estéril em tubos de microcentrifuga e levados a
centrifugacdo por 1 min a 11.000 rpm a 20°C. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado, sendo adicionados 200 uL do Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad) e, em seguida, o
material foi incubado em banho-maria a 56° C por 20 min, agitado rigorosamente em vortex
por 10 segundos e, logo apos, incubado em agua fervente (100°C) por 8 min. A amostra foi
novamente agitada em vortex por 10s e centrifugada a 20°C por 3 min a 11.000 rpm.
Finalmente, 200 uL do sobrenadante foram colhidos e transferidos para um microtubo estéril,

a qual foi estocada em freezer — 20° C até o momento do uso.

Para a realizacdo das reacdes de amplificacdo dos genes cry e cyt foram utilizados
solucdo tampdo 1X; 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 1,0 uM de cada iniciador, 1 U Taq
DNApolimerase, 2,0 ul da amostra de DNA e 11,3 pl 4gua destilada previamente esterilizada,
para uma reagdo de 25 pl. O DNA patrdo Bti foi utilizado como controle positivo nas reacdes
de amplificagdo por PCR. Como controle negativo a quantidade de DNA foi substituida por

agua para injecao livre de DNAse, previamente esterilizada.
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A reagdo de amplificagdo dos genes foi realizada em termociclador Gencycler-G96G
(Biosystems). Sendo o passo inicial de desnaturacdo de 5 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a
94°C para desnaturacdo, 30 seg a 50-57°C para anelamento dos iniciadores, e 1,0 min a 72°C

para polimerizacdo e um passo final para extensao de 7 min a 72°C.

Com a finalidade de visualizar os fragmentos de DNA gerados pela técnica de PCR,
foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etideo. Apds a reacao
de amplificagdo, foi retirado Sul de cada amostra e adicionado em 3ul do corante
Blue/Orange Loading Dye (Promega). As amostras foram aplicadas no gel de agarose, sendo
este submetido a um campo elétrico de 90 V, conduzido em tampdo TBE 1X
(Tris/Borato/EDTA) em pH alcalino. Em cada reacdo de eletroforese, foi incluido 3uL de
DNA Ladder 1Kb (Promega) como padréo de peso molecular, o qual serviu como referéncia
para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos gerados. Apos a corrida eletroforética, os geéis
foram visualizados em um transiluminador ultravioleta e posteriormente foram fotografados

em aparelho TCL Documentation (Vilber Lourmat).

3. Resultados
3.1 Bioensaios quantitativos (CLsp)

Levando-se em conta a leitura de 24 horas apds a aplicacao do bacilo, observou-se que
nos isolados de B. thuringiensis deste trabalho, com a dose 1x10° obteve-se 100% de
mortalidade das larvas de A. aegypti nos testes com BtMA 401; 82,77% com BtMA 560;
9,44% com BtMA 104 e o isolado BtMA 25 ndo apresentou mortalidade para esta dose. Para
as doses 6,67x10", 4,44x107 e 2,96x10’, BtMA 401 mostrou mortalidade de 99,44%, 96,11%
e 73,33% das larvas, respectivamente; a mortalidade para os demais isolados foi inferior a
50%. Considerando ainda a leitura de 24 horas, os resultados de mortalidade com o Bti foi de
100% até a dose 2,96x10’, atingindo 98,3%, 96,6%, 95%, 86,6% e 61,6% nas concentracdes
de 1,98x10, 1,32x10, 8,78x10°, 5,85x10° e 3,90x10° (Tabela 2).

Em 48 horas, o isolado BtMA 401 apresentou mortalidade de 100% nas concentracdes
1x108, 6,67x10" e 4,44x10’, atingindo 87,22% na dose 2,96x10’; seguido do isolado BtMA
560 com 91,11% e 56,66% nas doses 1x10° e 6,67x10". Os isolados BtMA 104 e BtMA 25
apresentaram mortalidade de 55,55% e 38,33% na concentracdo de 1x10°, respectivamente.

Nas demais doses obtiveram-se valores diferenciados de mortalidade entre os isolados, porém
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sendo menores que 50%. Com a bactéria padrdo (Bti) observou-se mortalidade das larvas de
até 90% na concentracéo de 5,85x10° e de 75% na dose 3,90x10° (Tabela 2).

Os quatro isolados testados nos bioensaios quantitativos se adequaram a andlise de
regressdo linear, apresentando valores significativos para o teste t (>1,96) ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05). Entretanto trés isolados (BtMA 25, BtMA 104 e BtMA 560) nao
mostraram-se adequados para analise de Probit, pois os resultados mostraram valores de

calculado maior que o y° esperado ou tabelado (Tabela 3).

Os menores valores de CLs, foram obtidos com o isolado BtMA 401 com 4,0 (3,4-4,7)
x 10* e com a bactéria padrdo Bti com 0,32 (0,26-0,40) x 10’. Entre os demais isolados
testados 0 menor valor de CLsp foi obtido com BtMA 560 (0,65x10® IC 0,46.108-0,12.10),
similar & BtMA 25 com CLso (0,73x10% IC 0,54.10%-0,12.10°%) e BtMA 104 que obteve CLsp
de 0,84x108 (0,45.108-0,36.10°%) (Tabela 3).

3.2 Caracterizagao génica

Os 12 isolados de B. thuringiensis que apresentaram mortalidade superior a 50%,
selecionados previamente por sua acdo larvicida em A. aegypti, foram caracterizados para
deteccdo da presenca dos genes cry4Aa, cry4Ba, cryl0Aa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb
e cyt2Aa.

Os isolados BtMA 25, BtMA 64, BtMA 104, BtMA 194, BtMA 251, BtMA 410,
BtMA 413, BtMA 450, BtMA 451 e BtMA 560, amplificaram para um ou mais genes
estudados. Destacando-se os isolados BtMA 25 e BtMA 410, que amplificaram para trés
genes e, BtMA 413, BtMA 450 e BtMA 451, onde as amplificacdes foram positivas para dois
genes testados. Entre os genes pesquisados, os pertencentes a familia dos genes de acéo
citolitica (cyt) foram mais frequentes que os genes do crystal (cry), sendo cytlAa e cyt2Aa os

mais frequentes (Tabela 4).

Néo foram observados fragmentos amplificados de DNA para nenhum dos genes
testados nos isolados BtMA 131 e BtMA 401. Nenhum dos isolados amplificaram o DNA
para 0s genes cry4Aa, cry4Ba e crylOAa (Tabela 4).
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4. Discussao

Os bioensaios em condi¢bes de laboratorio, realizados com os isolados do cerrado
Maranhense, em geral, evidenciaram uma ac¢do larvicida menor quando comparados a
atividade do Bti (linhagem padréo). Nestes bioensaios, o maior percentual de mortalidade
ocorreu nas primeiras 24 horas apds a ingestdo do bacilo pela larva, com excec¢do dos
resultados obtidos com os isolados BtMA 25 e BtMA 104, onde o maior impacto de
mortalidade ocorreu em 48 horas. Alto impacto nas primeiras 24 horas em experimentos com
B. thuringiensis foram igualmente relatadas por Costa et al. (2010), os quais verificaram
100% de mortalidade das larvas nas primeiras horas de contato.

Ao comparar os valores de CLsp obtidos com os quatro isolados de B. thuringiensis
testados neste trabalho, verificou-se que a linhagem padréo Bti, apresentou CLso= 0,32 x 10’
esporos-cristais/mL. Entre os isolados do cerrado Maranhense, 0 que apresentou maior
toxicidade foi BtMA 401 com CLs, de 4,0 x 10* esporos-cristais/mL. Os isolados BtMA 25,
BtMA 104 e BtMA 560 apresentaram atividade larvicida mais baixa, os valores de CLsg

variaram de 0,73 x 10%, 0,84 x 10% e 0,65 x 10° esporos-cristais/mL, respectivamente.

Outros trabalhos relacionando a obtencdo da Concentracdo Letal Mediana de B.
thuringiensis enfatizam o potencial deste agente biologico no controle de A. aegypti. Praca et
al. (2004) obtiveram CLso de 4,9200 e 4,4900 pg/mL para os isolados S234 ¢ S997,
respectivamente, e os resultados com Bti foi 1,6 pg/mL. Dias et al. (2002) ndo encontraram
linhagens com toxicidade superior a da linhagem padréo, sendo que os valores das estirpes
testadas nesse estudo variou entre 6,77 a 41,59 pg/mL. Entretanto, Costa et al. (2010)
obtiveram cinco isolados mais efetivos que a linhagem padréo apds trés horas de exposicao
das larvas ao bacilo, estes apresentaram CLs, entre 0,01x10° e 0,03x10° esporos/mL, sendo

que o Bti nas mesmas condicdes obteve CLs, de 0,04x10° esporos/mL.

Neste estudo observou-se a presenca dos genes cryllAa, cryllBa, cytlAa, CytlAb e
cyt2Aa, relacionados a acdo larvicida para A. aegypti. No trabalho realizado por Mouréo
(2013) para a deteccdo dos genes cry nos diferentes biomas brasileiros, foi observado um
grande percentual desses genes no bioma Cerrado, representando 46,88% com a presenca dos

mesmaos.

A frequéncia elevada de toxinas citoliticas encontradas nos isolados de B.
thuringiensis do Cerrado Maranhense ativos para A. aegypti mostra a importancia dessas

toxinas na patogenicidade de linhagens para mosquitos. Corroborando com o trabalho de
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Costa et al. (2010), onde a frequéncia obtida de genes cyt foi elevada, em que das 45 amostras
que apresentaram amplificacdo, 24 foram para os iniciados cyt. Entretanto, contrasta com
Costa et al. (2014), que relataram percentuais menores de genes cyt, pois foram testados 500
isolados de B. thuringiensis, e somente seis (1,2%) continham essas toxinas.

E importante ressaltar a presenca de dois isolados que tiveram atividade larvicida,
porém ndo apresentaram 0s genes relacionados a acdo para mosquito. A ndo deteccdo de
genes utilizados nesses isolados, mas que mostram atividade patogénica para A. aegypti
demonstra a necessidade de ampliar as descri¢cdes dos genes ou outros fatores associados com
a toxicidade. Ocorréncia igualmente observada por Soares-da-Silva et al. (2015) testando
isolados do Amazonas para A. aegypti, onde verificou que de seis isolados ativos, cinco
(83,3%) ndo amplificaram para nenhum dos genes estudados.

Atualmente, existem 53 toxinas, sendo 15 Cry e cinco Cyt testadas e que apresentam
atividade larvicida para A. aegypti, sendo esta espécie mais frequentemente testada, seguido
pelo género Culex e Anopheles. As familias de toxina que apresentam toxicidade para A.
aegypti, além das presentes no Bti, sdo Cry 1, Cry 2, Cry 16, Cry 20, Cry 24, Cry 32, Cry 44 e
Cyt 2B (VAN FRANKENHUYZEN, 2009; CRICKMORE, 2014). Toxinas estas, ndo testadas
neste trabalho, abrindo a possibilidade da existéncia de outros genes pertencentes a estas
familias com acgéo para Diptera nestes dois isolados, e também, a realizacdo de mais PCR para

deteccdo de outros genes codificadores de toxinas.

Na determinacdo dos genes, verificou-se neste estudo dentre os dez isolados que
apresentaram amplificacdes, 30% foram positivas para ambos 0s genes (cry e cyt), sendo que
estes isolados também mostraram boa efetividade, o0 que pode ser devido a associacao das trés
classes de toxinas, pois sabe-se que ambas agem em sinergismo quando presente no mesmo
isolado, aumentando o poder de toxicidade dessas linhagens. Praca et al. (2004), observaram
que a toxicidade de alguns isolados a insetos-alvo pode ocorrer por causa das interacGes
sinergéticas entre toxinas mosquitocida ativas de B. thuringiensis, ou até mesmo pela

interacdo das toxinas com o0s esporos dessa bactéria.

O isolado BtMA 25 amplificou para os genes cryllAa, cryllBa e cytlAa. Segundo
Orduz et al. (1998) o cryllBa presente isoladamente de outros genes é altamente toxica as
larvas de mosquitos. Entretanto Costa et al. (2010) trabalhando com genes cry e cyt
observaram que o gene cryllBa em combinacdo com genes cyt ndo apresentaram atividade
larvicida satisfatoria, evidenciando que, nesse caso, 0S genes cyt ndo agem em sinergismo

com cryl1Ba, ao contrario da combinagéo cryllAa e cytlAa.
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Os resultados encontrados evidenciam o potencial dos isolados do Cerrado
Maranhense para o controle de A. aegypti, no entanto é necessario ampliar as pesquisas sobre
a atividade larvicida dos isolados de B. thuringiensis, no sentido de elucidar e descrever
outros genes associados a producdo de toxinas inseticidas.
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Tabela 1- Primers utilizados na reagdo de PCR dos genes cry e cyt de Bacillus thuringiensis com acdo
especifica para Aedes aegypti, com suas respectivas sequéncias, tamanho de fragmento esperado e
temperatura de anelamento.

Tamanho do Temperatura de

. _Qene Sequéncia de nucleotideos (5°-3°) produto anelamento (°C)
(iniciadores) (pb)
crydAa” 5’- GGGTATGGCACTCAACCCCACTT 1529 57
3’- GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC
cry4Ba’ 5’- GAGAACACACCTAATCAACCAAT 1951 50
3’- GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC
cryl0Aa’ 5- ATTGTTGGAGTTAGTGCAGG 995 50
3’- AATACTTTGGATGTGTCTTGAG
cryllAa” 5’- CCGAACCTACTATTGCGCCA 470 50
3’- CTCCCTGCTAGGATTCCGTC
cryliBa’ 5’- TACAGGATGGATAGGGAATGG 608 52
3’- TAATACTGCCATCTGTTGCTTG
cytlAa’ 5’- AACTCAAACGAATAACCAAG 300 53
3’- TGTTCCTTTACTGCTGATAC
cyt1Ab* 5’- AAGCAAGGGTTATTACATTACG 698 54
3’- CCAATACTAAGATCAGAGGG
cyt2Aa* 5’- GCATTAGGAAGACCATTTG 361 53

3’- AAGGCTAAGAGTTGATATCG

Fonte: *Primers desenhados por Ben Dov et al. (1997);
*Primers desenhados por Costa et al. (2010).

Tabela 2- Mortalidade em percentagem por dose das larvas de Aedes aegypti nos bioensaios quantitativos com
os isolados de Bacillus thuringiensis do Cerrado Maranhense nos intervalos de leitura 24 e 48 horas.

Doses

Isolados Leitura 1x10° 6’1%77)( 4’1%1)( 2’1%§X 1'1%87X 1'13027X 8'17086X 5’1%56)( 3’1%%)( Controle
BtMA 24h 0 0 0,55 1,11 0 0,55 1,11 1,11 0 0
25 48h 38,33 47,22 36,66 555 6,66 2,77 1,66 1,11 0 0
BtMA 24h 9,44 555 6,66 13,88 1,11 2,77 1,66 2,77 0,55 0
104 48h 55,55 17,22 25,00 28,88 5,55 5,65 15,00 3,33 1,11 0
BtMA 24h 100 99,44 96,11 73,33 29,44 4,44 0,55 0 0 0
401 48h 100 100 100 87,22 39,44 7,77 2,77 0 0 0
BtMA 24h 82,77 39,44 6,66 7,77 1,22 5,00 2,77 2,77 0 0
560 48h 91,11 56,66 27,22 41,66 19,44 13,88 12,77 5,00 0 0
. 24h 100 100 100 100 98,3 96,6 95 86,6 61,6 0
B 48h 100 100 100 100 100 100 100 90 75 0

BtMA= Bacillus thuringiensis do Maranhdo (Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhéo -

Médica do CESC/UEMA);
*Utilizada como linhagem padréo;

Laboratério de Entomologia
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Tabela 3- Concentragéo Letal Mediana (CLsp) dos isolados de Bacillus thuringiensis para
larvas de Aedes aegypti ap06s 48 horas de aplicagao.
I Rl Cle(Cse) £ (@D
Bti 180 4.857+0.457* 0,32 x 10’ 0,32 (0,26-0,40) x 10" 9.9448 (4)
BtMA25 180 2.593+0.192* 0,73 x 10° 0,73 (0,54.10%-0,12.10°)  26.795 (6)
BtMA 104 180 1.511+0.106* 0,84 x 10° 0,84 (0,45.10%-0,36.10°)  39.194 (5)
BtMA 401 180 4.460+0.276* 4,0 x 10* 4,0 (3,4-4,7) x 10* 2.5322 (2)
BtMA 560 180 3.073+0.181* 0,65 x 10° 0,65 (0,46.10%-0,12.10°)  41.357 (4)
N - NUmero total de insetos testados/dose;

DP — Desvio Padréo;

IC — Intervalo de Confianca;

¥* — Qui-quadrado;

GL — Grau de Liberdade;

* - Significativo (p < 0,05).

Isolados N

Tabela 4- Genes detectados nos isolados de Bacillus thuringiensis do Cerrado Maranhense e porcentagem de mortalidade de
larvas de Aedes aegypti apos a realizacdo dos bioensaios seletivos.

Genes
Isolados cry cyt Mortalidade (%)

crydAa cry4dBa cryl0Aa cryllAa crylliBa cytlAa  cytlAb  cyt2Aa 24hs 48hs
BtMA 25 - - + + + - - 53,3 86,6
BtMA 64 - - - - - + - - 6,6 76,6
BtMA 104 - - - - - + - - 100 100
BtMA 131 - - - - - - - - 20,0 76,6
BtMA 194 - - - - - - - + 13,3 66,6
BtMA 251 - - - - - - + - 6,6 93,3
BtMA 401 - - - - - - - - 100 100
BtMA 410 + - - + + 0 96,6
BtMA 413 + - - - + 0 93,3
BtMA 450 - - - - - + + 73,0 96,6
BtMA 451 - - - - - + + 0 86,6
BtMA 560 - - - + - - - 100 100

(+) Apresentou amplificaco para o gene; (-) ndo apresentou amplificacdo para o gene.



