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RESUMO

Bacillus thuringiensis € um entomopatdgeno de insetos vetores e pragas, sua toxicidade estd
baseada no cristal proteico produzido durante a esporulacdo. Essa bactéria ¢ muito utilizada
no controle do Aedes aegypti, vetor de diferentes agentes etioldgicos causadores de doengas
no homem. A acdo inseticida de B. thuringiensis ocorre quando as larvas ingerem o0s cristais
proteicos que sdo dissolvidos em pH alcalino no intestino médio, liberando os fragmentos
téxicos que ligam-se a receptores especificos e provocam a morte das larvas. Visando a acdo
inseticida de B. thuirngiensis, o presente estudo objetivou isolar linhagens de B. thuringiensis
provenientes de solos de ecossistemas de restinga e mangue do estado do Maranhdo com
potencial téxico para utilizacdo no controle bioldgico de A. aegypti. Foram realizados
bioensaios para determinar a atividade entomopatégenica do bacilo contra as larvas do A.
aegypti, apOs os testes foi estimado a concentragcao letal mediana (CLso e CLoo). A Reagdo
em Cadeia da Polimerase e a técnica de SDS-PAGE 12% foram realizadas para verificar o
conteudo génico e proteico dos isolados, respectivamente. B. thuringiensis estava presente em
86,6% das amostras examinadas e o isolado BtMA-750 apresentou elevada toxicidade as
larvas do A. aegypti, esse fato pode esta relacionado com a presenca do genes diptero-
especificos (cry4Aa, cry4Ba, crylOAa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cyt 1Ab e cyt2Aa) e do
gene chi que contribui para aumentar a acao inseticida da bactéria. Na técnica de SDS-PAGE
12% foi confirmado que as proteinas codificadas pelo genes estavam sendo expressas. Todos
os isolados obtidos foram estocados no Banco de Bacilos Entomopatogénicos do Maranhao-
BBENMA. Esses dados demonstram que o BtMA-750 tem potencial para ser utilizado para o
controle bioldgico do A. aegypti.

Palavras-chave: Controle biolégico. Bactéria. Vetor.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a entomopathogen of insect vectors and pests, their toxicity is based
on the crystal protein produced during sporulation, this bacterium is widely used in
controlling Aedes aegypti vector of different etiological agents of human disease. The
insecticidal activity of B. thuringiensis occurs when the larvae ingest the protein crystals
which are dissolved in alkaline pH in the midgut, releasing the toxic fragments that bind to
specific receptors and cause the larvae death. Aiming to insecticidal B. thuirngiensis, this
study aimed to isolate strains of B. thuringiensis from sandbank ecosystems soil and
Maranhdo state swamp with toxic potential for use in biological control of A. aegypti.
Bioassays were conducted to determine the entomopathogenic the Bacillus against the larvae
of A. aegypti, after the tests was estimated median lethal concentration (LCsp and LCoo). PCR
tests (Polymerase Chain Reaction) and SDS-PAGE 12% technique were performed to verify
the gene and protein content of the isolates, respectively. B. thuringiensis was present in
86.6% of the samples, the BTMA-750 isolate showed high toxicity against larvae of A.
aegypti. This may be related to the presence of Diptera-specific genes (cry4Aa, cry4Ba,
crylOAa, cryl l1Aa, cryl 1Ba, cytlAa, cytlAB and cyt2Aa) and chi gene which helps to increase
the insecticidal bacterium action. The SDS-PAGE technique confirmed that the proteins
encoded by the genes are being expressed. All isolates obtained were stored at the Bank of
Bacilos entomopathogenic of Maranhao-BBENMA. These data demonstrate that the BIMA-
750 has the potential to be used for the biological control of A. aegypti.

Palavras-chave: Biological control. Bacterium. Vector.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1967)
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1762) é oriundo do Velho Mundo, descrito

pela primeira vez no Egito, pertence ao filo Artropoda, classe Insecta, ordem Diptera, familia
Culicidae, género Aedes, subgénero Stegomyia, espécie Aedes (Stegomyia) aegypti
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; CHIARAVALLOTI-NETO, 1997
FORATTINI, 2002; MONTEIRO, 2014). E considerado um mosquito cosmopolita que
apresenta comportamento estritamente sinantropico e antropofilico (FORATTINI, 2002;
NATAL, 2002), encontrado em regides tropicais e subtropicais, limitadas entre os paralelos
de latitudes 42° Norte e 40° Sul (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 2002).

O mosquito desenvolve-se por holometabolia, passando pelas fases de ovo, quatro
estadios larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto. Seu desenvolvimento completa-se de 8 a 12
dias e a longevidade dos mosquitos adultos, e em média, 30 dias (CONSOLI; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002; ZETTEL; KAUFMAN, 2013). Os machos e as
fémeas alimentam-se de fluidos acucarados de plantas, porém somente as fémeas sao
hematodfagas, e durante este processo obtém proteinas para matura¢do dos ovos (FORATTINI,
2002).

As fémeas de A. aegypti realizam a oviposicdo em uma diversidade de depdsitos
artificiais que acumulam 4gua e estdo localizados em diferentes locais, esse é um dos
principais fatores de distribui¢do e dispersao do mosquito (TILAK et al., 2005; BESERRA et
al., 2009; MARQUES et al., 2013).

Os ovos do mosquito apresentam alta capacidade de resisténcia a dessecacdo, e
podem manter-se vidveis por até 450 dias (TAUIL, 2002). Apés, formagdo completa do
embrido, os ovos amadurecem e, quando entram em contato com a 4gua, comecga O Processo
de eclosdo das larvas, que sdo filtradoras seletivas e raspadoras de superficie (FORATTINI,
2002).

A fase larvaria, periodo de alimentagdo e crescimento do mosquito, depende da
temperatura, disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro. Esta fase pode
durar cerca de 5 dias. Apés esse periodo as larvas entram no estdgio de pupagdo, nesta fase
ndo se alimentam, e ocorre a metamorfose do estigio larval para o alado (CONSOLI;

LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; NATAL, 2002; FORATTINI, 2002).
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1.2 Arboviroses transmitidas pelo Aedes (Stegomyia) aegypti

O A. aegypti é vetor de diversos agentes etioldgicos, causadores de doencas ao
homem, como dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) e virus Zika (ZIKV), sdo virus
transmitidos pela picada das fémeas do mosquito (HON()RIO et al., 2015; VASCONCELOS,
2015; ZARA et al., 2016). Atualmente essas arboviroses sao umas das maiores problematicas
em saude publica no pais, em vista do elevado niimero de casos registrados pelo Ministério da
Satde (BRASIL/SVS/MS, 2016).

O virus DENV, pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, com quatro
sorotipos distintos, sdo eles: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (GUBLER; CLARK,
1995; WHO, 2015). A dengue é considerada um crescente problema de satide publica em
areas tropicais e subtropicais, estima-se que 3,9 bilhdes de pessoas, em 128 paises, estdo em
risco de infeccdo com o virus da dengue (PAHO, 2015; WHO, 2015). Entre os meses de
janeiro a maio de 2016 foram registrados 1.294.583 casos provaveis de dengue no pais. A
regido Nordeste foi a segunda regido que apresentou o maior nimero de casos notificados
com 264.438, com incidéncia de 467,5% por 100 mil habitantes (BRASIL/SVS/MS, 2016).

A febre chikungunya é causada por um Alphavirus da familia Togaviridae
(PIALOUX et al., 2007; DONALISIO; FREITAS, 2015). Entre os meses de janeiro a maio de
2016, no pais, foram confirmados 30.315 casos. A regidao nordeste apresentou maior
incidéncia: 188,7% casos por 100 mil habitantes (BRASIL/SVS/MS, 2016).

O virus Zika é um Flavivirus da familia Flaviviridae (VASCONCELOS, 2015).
Neste ano, 64.311 casos de febre causada pelo virus Zika foram confirmados, destes, a regido
Centro-Oeste apresentou a maior taxa de incidéncia com 159,8% casos por 100 mil

habitantes.

1.3 Controle do Aedes aegypti

O controle quimico com inseticidas vem sendo utilizado desde o século XIX e
diversas substincias quimicas de origem orgédnica ou inorganica ji foram empregadas na
tentativa de controlar populagdes desse vetor (BRAGA; VALLE, 2007; LIMA et al., 2009).

Dentre os inseticidas quimicos encontram-se o0s  organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretréides (CAMPOS; ANDRADE, 2001; BRAGA et al.,
2004; LIMA et al., 2006; BESERRA et al., 2007; BRAGA; VALLE, 2007; MARTINS et al.,
2009; MARCOMBE et al., 2012). Esses inseticidas apresentam toxicidade para os mamiferos,

podem contaminar o meio ambiente, além de contribuirem para o aparecimento de populagdes
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de mosquitos resistentes acarretando problemas para o controle de vetores (WHO, 1979;
MARCORIS et al., 1999; ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA, 2003; BRAGA; VALLE, 2007).

O desenvolvimento da resisténcia pelas populacdes de A. aegypti aos inseticidas é
a principal problemdtica que afeta as estratégias de controle do vetor (LAZCANO et al.,
2009). Por isso, tornou-se necessdria a procura por métodos alternativos para reducdo dos
indices populacionais dos vetores, como o uso de controle bioldgico, que consiste na
regulacdo da densidade populacional de determinada espécie, por meio do emprego de
microrganismos capazes de provocar doencas em insetos vetores (FORATTINI, 2002;
FINKLER, 2011, 2012; MAIA; DIREITO; FIGUEIRO, 2014).

Diversos microrganismos como fungos, parasitoides, virus e bactérias sdo
utilizados no controle de insetos pragas e vetores (ALMEIDA; FILHO, 2001; SIMONATO;
GRIGOLLI; OLIVEIRA, 2014). As bactérias entomopatdgenicas sdo as mais utilizadas
mundialmente no controle de vetores. O Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
(Eubacteriales, Bacillaceae) € a espécie mais estudada e usada no controle microbiano, por
serem especificas e apresentarem elevada viruléncia devido a produgdo de toxinas, além de

serem indcuas ao homem (ALVES, 1998).

1.4 Bacillus thuringiensis

Em 1911 Berliner isolou uma bactéria, causando doenca e morte em larvas de
Anagasta kuehniella (Zeller 1879) (Lepidoptera, Pyralidae), posteriormente em 1915 Berliner
descreveu e nomeou esta bactéria de B. thuringiensis em homenagem a provincia da
Thuringiana na Alemanha, onde o primeiro inseto infectado foi encontrado (HABIB;
ANDRADE, 1998; GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000).

Bacillus thuringiensis possui forma de bastonete de 1 a 1,2 um largura por 3 a 5
um de comprimento, geralmente com motilidade, ¢ uma bactéria gram-positiva, aerdbica,
podendo facultativamente crescer em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 45°C (HABIB;
ANDRADE, 1998).

Durante a fase de esporulacdo a bactéria produz proteinas com atividade

inseticida, essas proteinas acumuladas formam os cristais proteicos, os quais sdo formados por

3-endotoxinas ou proteinas Cry e Cyt (SOBERON; BRAVO, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Micrografia eletronica de transmissdo de uma sessao
longitudinal de Bacillus thuringiensis em final de
esporulagdo, mostrando o esporo (A) e as toxinas com
propriedades inseticidas (B). Foto: Institut Pasteur.

Fonte: Sanchis e Bourguet (2008).

As proteinas Cry apresentam acdo inseticida especifica, diferente das Cyt que
expressam atividade citolitica inespecifica (AGAISSE; LERECLUS, 1995; ALVES, 1998).
Essas proteinas sdo codificadas por genes cry, que podem estar localizados tanto no
cromossomo como em plasmideos. Muitos isolados de B. thuringiensis apresentam diversos
genes cry responsaveis pela expressdao de diferentes proteinas com ac¢ado inseticida (BRAVO,
1997; PINTO; BERLITZ; CASTILHOS-FORTES; FIUZA, 2010), contra insetos de diversas
ordens como Lepidoptera, Coleoptera, Diptera entre outros (VAN FRANKENHUYZEN;
NYSTROM, 2016).

As proteinas do cristal ndo apresentam acdo téxica sendo consideradas como pré-
toxinas (toxina inativa). Essas proteinas tornam-se toxicas quando sdo solubilizadas em pH
alcalino no intestino médio de insetos susceptiveis, a partir dessa dissolucio as pro-toxinas
sdao liberadas no intestino das larvas que na presenca de proteases sdo convertidas em
polipeptidios téxicos. As toxinas ativas ligam-se a receptores especificos localizados na
membrana apical das células colunares do intestino médio, formando poros e desestabilizando
os gradientes osmoticos e idnico, fazendo com que este cesse a alimentagdo, morrendo por
inanicdo ou septicemia (HABIB; ANDRADE, 1998; GLARE; O’CALLAGHAM, 2000;
ARONSON; SHALI, 2001; FIUZA, 2009, 2010).

As toxinas Cyt (citoliticas) apresentam geralmente menor atividade téxica que as

Cry (MANASHERORB et al., 2006; OTIENO-AYAYA et al., 2008; HERNANDEZ-SOTO et
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al., 2009), entretanto, agem sinergicamente com as toxinas Cry, servindo como receptores
para essas toxinas (CRICKMORE et al., 1995; PONCET et al., 1995).

Sdo conhecidas 22 genes que codificam as toxinas com acdo entomopatogénica
para o A. aegypti como, crylAb, crylCa, cry4Aa, cry4Ba, cryllAa, cryllBa, cryllBb,
cryl6Aa, cry20Aa, cry24Ca, cry30Fa, cry32Ba, cry32Ca, cry32Da, cry44Aa, cry54Aa,
cytlAa, cytlAb, cytlBa, cyt2Aa, cyt2Ba, cyt2Bc (VAN FRANKENHUYZEN; NYSTROM,
2016).

A caracterizagdo dos genes cry € importante para a diferenciacdo de toxicidade
especifica das protefnas Cry (SCHUNEMANN; KNAAK; FIUZA, 2014). A deteccdo de
diferentes genes de B. thuringiensis pode ser realizada por meio da Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), uma ferramenta molecular amplamente utilizada para caracterizar o B.
thuringiensis (KONECKA et al., 2012; SHISHIR et al., 2014). A PCR pode ser utilizada para
amplificar regides especificas do DNA e, portanto, determinar a presenca ou auséncia de um
gene alvo. A identificacdo dos genes pode prever parcialmente a acdo inseticida de uma dada
linhagem (LIMA et al., 2002; PORCAR; JUAREZ-PEREZ, 2003).

Além das o6-endotoxinas o B. thuringiensis apresenta outros mecanismos de
toxicidade, como a producdo da enzima quitinase, que podem potencializar acdo inseticida do
B. thuringiensis, pois essa exoenzima interrompe a integridade da membrana e facilita a
inser¢do das toxinas Cry a receptores no epitélio intestinal (REGEV et al., 1996; NI et al.,
2015). Alguns trabalhos t€m sido realizados visando a clonagem dos genes quitinase em
Escherichia coli de maneira a comprovar seu efeito sinérgico com as toxinas Cry (ZHONG et

al., 2005; NI et al., 2015).

1.5 Ecossistemas: restinga e mangue

O B. thuringiensis é considerado um organismo ubiquo podendo ser isolada de
solo (RAMPERSAD; AMMONS, 2005; AMMOUNEH et al., 2011; SOARES-DA-SILVA et
al., 2015), filoplano de espécies vegetais (SMITH; COUCHE, 1991; HANSEN et al., 1998;
BLANC; KAELIN; GADANI, 2002), insetos vivos ou mortos e seus habitats (ASOKAN;
PUTTASWAMY, 2007), graos estocados (MEADOWS et al., 1992; BERNHARD et al.,
1997), a partir de amostras de dgua (IRIARTE et al., 2000) e sedimentos marinhos (MAEDA
et al., 2001).

Na regido Nordeste do Brasil, alguns trabalhos t€m sido realizados com o objetivo
de obter isolados de B. thuringiensis de solo com atividade entomopatogénica (SILVA;

DIAS; MONNERAT, 2002; VALICENTE; BARRETO, 2003). No entanto, esses trabalhos


http://www.hindawi.com/89815247/
http://www.hindawi.com/39894348/
http://www.hindawi.com/42942857/
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tétm sido muito restritos a Bacillus com atividade a pragas agricolas (VALICENTE,;
BARRETO, 2003; POLANCZYK et al., 2004; VILAS-BOAS; LEMOS, 2004; SILVA et al.,
2012), com poucos trabalhos direcionados a busca de isolados ativos a insetos vetores de
doencas (REGIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2005; ARAUJO et al., 2007).

O estado do Maranhdo por ser formado por uma grande diversidade de
ecossistemas, pode apresentar um alto potencial em conter linhagens de B. thuringiensis com
elevada atividade entomopatogénica a vetores de doengas. O Estado apresenta uma Planicie
Costeira com aproximadamente 640 km (BANDEIRA, 2013), com predominio de mangue e,
em determinadas dreas, uma vasta vegetacao de restinga.

Alguns trabalhos como Maeda et al. (2001) no Japao, Geetha (2007) na India,
Marcon et al. (2014) no Brasil tém demonstrado a existéncia de B. thuringiensis no
ecossistema de mangue. Baig e Mehnaz (2010) também isolaram esta bactéria em sedimentos

marinhos da drea de Hawks Bay de Cape Mount ao longo do mar Arébico.

1.6 Caracterizacao do problema

As arboviroses provocadas pelos virus DENV, CHIKV e ZIKV que sado
transmitidos ao homem pelo A. aegypti, acometem milhares de brasileiros
(BRASIL/SVS/MS, 2016). A tnica forma de reduzir os casos dessas doengas é controlar as
populacdes do A. aegypti, pois até 0 momento ndo existe vacina disponivel no mercado contra
nenhuma destas doencas (TAUIL, 2002; DONALISIO; FREITAS, 2015; WHO, 2015).

Uma alternativa vidvel para o controle das populacdes do mosquito é o uso de
formulados a base de Bacillus thuringiensis israelenses (Bti), que sdo eficientes para o
controle da fase larval do vetor, entretanto, a maioria destes formulados € importado o que
provoca aumento do preco final para o consumidor e a diminuicdo da competicdo destes
produtos em relacio aos inseticidas quimicos (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-
GOMEZ, 2010).

Considerando, o elevado custo de formulados a base do Bti, faz-se necessario a
busca por novas linhagens de B. thuringiensis que estejam adaptadas as condicdes locais de
cada regido e apresentem maior variabilidade genética em relacdo as linhagens de B.
thuringiensis ja descritas (CRICKMORE et al.,, 2016; VAN FRANKENHUYZEN;
NYSTROM, 2016), pois apesar de ndo ser comprovada resisténcia em populacdes do A.
aegypti as toxinas produzidas pela estirpe Bti, estudos demonstram que populacdes desse

vetor apresentam potencial em desenvolver resisténcia a estas toxinas quando testadas
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isoladamente (PEREZ et al., 2005; CADAVID-RESTREPO; SAHAZA; ORDUZ, 2012;
TETREAU et al., 2013) .

Portanto, com base nesse contexto, acredita-se que o solo dos ecossistemas de
restinga e mangue no Maranhdo pode conter linhagens de B. thuringiensis com alta atividade
inseticida e que possam ser utilizadas para a fabricacdo de produtos bioldgicos com recursos
naturais préprios da regido estudada, alta eficiéncia e baixo custo, uma vez que preco € um
determinante na opc¢ao pelo produto (ALVES; FILHO, 1998; PINTO et al., 2003; GOBATTO
et al., 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter novas linhagens de Bacillus thuringiensis provenientes de solos dos
ecossistemas restinga e mangue do Estado do Maranhdao com potencial larvicida para o

controle biolégico de Aedes aegypti.

2.2 Especificos

e [solar B. thuringiensis em amostras de solo da restinga e mangue do Maranhio;

e Avaliar o potencial larvicida das linhagens de B. thuringiensis selecionadas em
larvas de A. aegypti, com a determinacdo da Concentracdo Letal Mediana (CLso
e CLoo);

e Comparar a toxicidade dos isolados de B. thuringiensis do estado do Maranhao
com a linhagem padrdo B. thuringiensis var. israelensis (Bti) T14 001, por meio
de bioensaios com A. aegypti;

e Caracterizar o conteudo génico e proteico (cry, cyt e chi) das linhagens de B.

thuringiensis com agdo toxica para larvas de A. aegypti.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletas de solos
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Para o isolamento de B. thuringiensis foram coletadas 15 amostras de solos

provenientes de trés municipios, oriundas dos ecossistemas restinga € mangue do estado do

Maranhdo. Os pontos de coleta das amostras estdo geograficamente esquematizados na

(Figura 2).

Figura 2. Mapa dos pontos de coletas de solo nos ecossistemas restinga € mangue do estado

do Maranhao para isolamento de Bacillus th

uringiensis.
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As amostras de solo foram coletadas 5 cm abaixo da superficie, sendo coletado

para cada amostra aproximadamente 10 g de solo, com auxilio de uma espatula de madeira

estéril, colocada em tubos Falcon de 15 mL estéreis. Cada amostra foi identificada quanto a

localidade de coleta e o local georeferenciado por meio de aparelho GPS modelo eTrex vista

HCx (Garmin) (Tabela 1).
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Posteriormente, as amostras de solo foram acondicionadas em uma caixa de
isopor e transportadas ao Laboratério de Entomologia Médica — LABEM, localizado na

Universidade Estadual do Maranhdo em Caxias (CESC-UEMA).

Tabela 1. Ecossistemas e Municipios onde foram coletadas amostras de solos para o
isolamento de Bacillus thuringiensis.

Ecossistema Municipios Nilmero da amostra
Sédo José de Ribamar 157
Sdo José de Ribamar 158
Sédo José de Ribamar 159
] Sdo José de Ribamar 160
Restinga Sto José de Ribamar 161
Sdo Luis 164
Sdo Luis 165
Sdo Luis 166
Sdo José de Ribamar 162
Sédo José de Ribamar 163
Sdo Luis 167
Mangue Raposa 168
Raposa 169
Raposa 170
Raposa 171

3.2 Isolamento e identificacdo de Bacillus thuringiensis

O i1solamento seguiu o protocolo preconizado pela Organizacao Mundial de Saude
(WHO, 1985), que consiste em misturar 1 g de solo de cada amostra a 10 mL de solugdo de
sais (0,006 mM FeSO4.7H>0; 0,01 mM CaCO0s. 7H20; 0,08 mM MgS04.7H>0; 0,07 mM
MnS0,4.7H20; 0,006 mM ZnS0O4.7H>0).

Em seguida, as amostras foram diluidas seriadamente (10! e 10%) em solugio
salina (NaCl a 1%). Posteriormente uma aliquota de 1 mL da ultima diluicdo foi
homogeneizada em agitador de tubos vortex e submetida a choque térmico a 80 °C por 12 min
em banho-maria e em gelo por 5 min. Ap6s, 100 pL da solugdo foram transferidos para placas
de Petri contendo meio de cultura dgar nutriente (AN) (Himedia) (peptona 5 g/L, cloreto de
sodio 5 g/L, extrato de carne 1,5 g/L, extrato de levedura 1,5 g/LL e agar 15 g/L), sendo
posteriormente espalhadas com auxilio de uma al¢a de Drigalski. As placas foram invertidas e
armazenadas em estufa bacterioldgica a 28 °C, durante 48 h para o crescimento das coldnias
bacterianas.

Apds o crescimento, as colonias foram avaliadas quanto a morfologia (forma,

bordo, elevacdo, estrutura, tamanho e coloracdo) (RAMPERSAD; KHAN; AMMONS, 2002)
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e aquelas que apresentaram caracteristicas tipicas de Bacillus spp. foram submetidas ao teste
de Gram (Newprov). As coldnias gram-positivas foram repicadas em meio AN contendo
penicilina G a 1% e incubas em estufa bacterioldgica por 48 h, posteriormente foram
visualizadas sob microscopia de contraste de fase (aumento de 1000x) para verificar a
presenca de inclusdes paraesporais (cristais de proteinas).

Os isolados identificados como B. thuringiensis foram depositados no Banco de
Bacilos Entomopatogénicos do Maranhdo — BBENMA, no Laboratério de Entomologia
Médica do CESC/UEMA. Para cada isolado identificado foi gerado um cédigo, formado por
quatro letras (BtMA: Bt - Bacillus thuringiensis € MA - Maranhdo) acrescido do nimero, que

corresponde a sequéncia do seu armazenamento no Banco.

3.3 Armazenamento de Bacillus thuringiensis

Os isolados estdo armazenados de acordo com o método descrito por Monnerat,
Silva e Silva-Werneck (2001) e Costa et al., 2010. Cada isolado foi semeado em placa de Petri
contendo meio de cultura AN, incubadas em estufa bacteriolégica a 28 °C por 5 dias, para a
completa esporulacdo. Posteriormente 1 mL de dgua milli-Q foi acrescentado sobre as placas
de Petri contendo os isolados de B. thuringiensis, os quais foram homogeneizados, com
auxilio de al¢a de Drigalski. Esta solucdo de esporos/cristais foi utilizada para impregnar fitas
de papel filtro (1,5 cm X 0,5 cm) e, posteriormente, estas foram depositas em microtubos de 2

mL em triplicatas e armazenados a 4 °C (Figura 3).

Figura 3. Fitas de papel filtro impregnadas com suspensdo esporos/cristal de
Bacillus thuringiensis armazenados em microtubos (A), estoque dos microtubos
em caixas plasticas (B), isolados depositados no Banco de Bacilos
Entomopatogénicos do Maranhao (C).

|

Fonte: Acervo do Labem
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3.4 Manutencio de Aedes aegypti em laboratério

A criacdo de A. aegypti foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994) adaptado por Pinheiro e Tadei (2002). Os ovos de A.
aegypti armazenados em papel-filtro (Figura 4A) foram colocados para eclosdo das larvas em
bacias de plastico contendo 500 mL de dgua (Figura 4B). Apds a eclosdo, as larvas receberam
alimento, que consiste na mistura de racio de peixe. Todos os dias foi realizada a limpeza das
bacias para evitar a formagdo de pelicula na superficie e a proliferacdo de microrganismos.

As larvas foram mantidas nas bacias até atingir o 3° instar (Figura 4C), quando
foram selecionadas para os bioensaios, sendo as demais deixadas nas bacias até atingirem o
estdgio de pupa, sendo entdo transferidas para as gaiolas, teladas, para a emergéncia dos

alados (Figura 4D).

Figura 4. Ovos de Aedes aegypti armazenados em papel filtro (A),
bacia com ovos para eclosdo das larvas (B), larvas (C), gaiola de
manuten¢do para mosquitos adultos (D).

Fonte: Acervo do Labem.



27

3.5 Bioensaios

3.5.1 Bioensaios de susceptibilidade

Os bioensaios foram realizados segundo o protocolo preconizado por Dulmage et
al. (1990). Testou-se 100 isolados (50 isolados provenientes do ecossistema restinga e 50 do
ecossistema mangue), cultivados em meio T3 liquido em Erlenmeyer a 28 °C e 180 rpm, por
cinco dias em shaker (Novatécnica), em seguida, foram preparadas, duas suspensdes seriadas,
107" e 102. A suspensdo 107 foi utilizada para a contagem de esporos em microscépio 6ptico,
com o auxilio de camara de Neubauer (ALVES; MORAES, 1998) para padronizacdo a
concentracio de 1x10% esporos-cristal/mL, em volume final de 10 mL.

Para cada isolado preparou-se réplicas de trés copos plasticos (50 mL) contendo
10 larvas de 3° instar de A. aegypti,10 mL da suspensdo esporos-cristal/mL na concentracdo
de 1x10® (Figura 5). Como controle negativo, em cada bioensaio preparou-se uma réplica sem
a suspensdo de esporos/cristais. Para o controle positivo foi utilizada a linhagem padriao B.
thuringiensis var. israelensis (Bti) T14 001 (cedida pelo Laboratério de Genética de Bactérias
e Biotecnologia Aplicada do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecudria da
Faculdade de Ciéncias Agrdrias e Veterindrias, Campus de Jaboticabal, Unidade da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho) nas mesmas condi¢des dos isolados.
Ap6s a aplicacdo do bacilo realizou-se as leituras de sobrevivéncia das larvas em intervalos de
tempo de 24 e 48 h (WHO, 2005). Os isolados que apresentaram 100% de mortalidade foram

testados em bioensaios quantitativos.

Figura 5. Disposicdo dos copos plasticos
contendo larvas de Aedes aegypti durante a
realiza¢do de um bioensaio seletivo.

Fonte: Acervo do Labem
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3.5.2 Bioensaios quantitativos

Dos 100 isolados testados nos bioensaios de susceptibilidade apenas um isolado
proporcionou 100% de mortalidade as larvas de A. aegypti. Esse isolado foi testado em
bioensaios quantitativos para a determinag¢do da CLso (concentragdo capaz de matar 50% das
larvas expostas ao isolado) e CLop (concentracdo capaz de matar 90% das larvas expostas ao
isolado), cuja finalidade € determinar a toxicidade do isolado contra larvas do A. aegypti.

Esse isolado foi cultivado em 12 placas de Petri contendo meio de cultura AN e
incubado em estufa bacterioldgica a 28 °C por 24 h. Posteriormente, foi transferido para
Erlenmeyer, com auxilio de alca de platina esterilizada e cultivado em 600 mL do meio de
cultura NYSM (YOUSTEN, 1984) por 5 dias a 28 °C shaker sob a agitacdao de 180 rpm, para
a completa esporulacdo das bactérias e liberacao dos cristais. A cultura obtida foi liofilizada,
seguindo a metodologia de Santos et al. (2012), com algumas modifica¢des, sendo
centrifugada a 9.000 xg por 30 min a 4 °C, lavada com &4gua destilada autoclavada, em
seguida congelada por 14 h e liofilizada por aproximadamente 6 h em liofilizador Enterprise I
(Terroni) no Laboratério de Maldria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia — INPA.

Os bioensaios quantitativos foram realizados seguindo o protocolo de WHO
(2005), que consistiu na preparacdo de duas solugdes seriadas a partir do isolado liofilizado
nas concentragdes de 5 mg/mL (solucdo 1) e 0,05 mg/mL (solucdo II). A partir da solugdo II
foram preparadas dez concentracOes (Tabela 2) da suspensdo do isolado de B. thuringiensis
para realizacdo dos bioensaios, que foram feitos em cinco réplicas, para cada concentragdo,
em volume final de 150 mL de dgua e 20 larvas de A. aegypti de 3° instar, sendo repetido trés
vezes. A estirpe padrdo Bti T14 001 foi utilizada como controle positivo nas mesmas
condig¢des descritas para o isolado e, como controle negativo os copos continham apenas dgua
tritonada (0,01%). Apds a aplicacdo do bacilo realizou-se as leituras de sobrevivéncia das

larvas em intervalos de tempo de 24 e 48 h.
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Tabela 2. Aliquotas utilizadas na realizacao dos bioensaios a partir da amostra liofilizada do
isolado BIMA-750

Total de Aliquota (pL) Concentracao final de bacilos no
concentracoes (solucao II) recipiente (mg/mlL.)
1 120 4x10°
2 90 3x10°
3 60 2x10°
4 30 1x10°
5 24 0,8 x 10°
6 15 0,5x 10°
7 12 0,4 x 10°
8 9 0,3x 10°
9 6 0,2x 10°
10 3 0,1 x 10°

3.6 Analise estatistica

O indice de B. thuringiensis foi calculado com a utilizacdo da férmula (nBt/nCB)
que corresponde ao nimero isolados obtidos em relacdo ao nimero de total de coldnias
bacterianas observadas em cada amostra (HOSSAIN et al., 1997).

Os dados de mortalidade e percentagem de larvas vivas foram corrigidos pela
formula de Abbott (1925), apds esta corre¢do os dados foram submetidos a analise de Probit a
P < 0,05 (FINNEY, 1971) através do programa estatistico POLO-PLUS (LeOra Software
2003) para determinacao da CLso e CLoo.

3.7 Caracterizacao molecular
3.7.1 Extracao de DNA genémico

Na extracdo do DNA gendmico do isolado (o que ocasionou 100% de mortalidade
as larvas de A. aegypti foi utilizado a Matriz InstaGene (Bio-Rad), seguindo o protocolo do
fabricante, o qual foi previamente cultivado em placa de Petri contendo meio AN sdlido, por
18 h a 28 °C em estufa bacterioldgica. Uma coldnia do isolado foi ressuspendida em 1 mL de
agua milli-Q em microtubos e levados a centrifugacao por 1 min a 12.000 rpm a 25 °C. Apés
a centrifugacd@o o sobrenadante foi descartado, 100 pL. da matriz foi adicionado ao sedimento
e, em seguida, incubado em banho-maria a 56 °C durante 25 min e apds agitado em vortex por
10 s. Posteriormente, o microtubo foi colocado em banho-maria a 100 °C por 8 min,
novamente agitado em vortex por 10 s, e por fim, centrifugado a 12.000 rpm por 2,5 min. O
sobrenadante foi transferido para microtubos, quantificado em espectrofotometro L-Quant
(Loccus) no Laboratério de Genética Molecular (GENBIMOL) e armazenado a -20° C para a

utilizagdo nas reagdes de PCR.
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3.7.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O isolado que ocasionou 100% de mortalidade as larvas de A. aegypti foi
submetido a técnica de PCR para a detec¢@o dos genes cry, cyt e chi que codifica toxinas com
acdo inseticida especifica para mosquitos (Tabela 3).

As reacdes foram conduzidas em um volume final de 25 pl, constituido de 1x do
tampao (GoTaq® Flexi DNA Polymerase) (Promega), | mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP 0,1
mM de cada Primer, 1 U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega), 50 ng de DNA e dgua
milli-Q. O DNA padrdo Bti foi utilizado como controle positivo e como controle negativo a

quantidade de DNA foi substituida por dgua milli-Q.

Tabela 3. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para identificacdo dos genes cry, cyt e
chi de Bacillus thuringiensis com acdo especifica para Aedes aegypti, com suas respectivas
sequéncias e tamanho de fragmento esperado

Tam.

Genes Iniciadores Sequéncias (5°-3°) Pb' T° Ane.?
crydAa* | 5>-GGGTATGGCACTCAACCCCACTT 777 50
3’GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC
cry4Ba* | 5>-GAGAACACACCTAATCAACCAAT 347 52
I 3’GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC
% crylOAa* | 5’-ATTGTTGGAGTTAGTGCAGG 995 48
@ % 3’-AATACTTTGGATGTGTCTTGAG
E O | cryllAa* | 5’-CCGAACCTACTATTGCGCCA 470 50
S 3’-CTCCCTGCTAGGATTCCGTC
= crylIBa* | 5>-CCGAACCTACTATTGCGCCA 608 52
$ 3’-CTCCCTGCTAGGATTCCGTC
© cytlAa* | 5>-AACTCAAACGAATAACCAAG 300 53
® 3’-TGTTCCTTTACTGCTGATAC
% cytlAb* | 5>-AAGCAAGGGTTATTACATTACG 698 54
2 3’-CCAATACTAAGATCAGAGGG
O | ovi2Aa* | 5°- GCATTAGGAAGACCATTTG 361 53
3’- AAGGCTAAGAGTTGATATCG
g
% # 5’ — ATGGTCATGAGGTCTC
*§ chi 3’ - CTATTTCGCTAATGAGC 2027 45
=

'Tam. pb tamanho de pares de base; 2T° Ane.: temeperatura de anelamento; *Cry: crystal; *Cyt:
cytolytic. *Primers desenhados por Costa et al. (2010); # Primer desenhado por Lin (2004)

A amplificacdo dos genes foi realizada em termociclador (Gencycler-G96G). Para
0s genes cry e cyt seguiu-se as condi¢cdes de temperatura de: desnaturacdo inicial a 94 °C por
5 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 °C para desnaturacdo, 30 s de 50 °C a 53 °C para o

anelamento dos iniciadores e a 72 °C por 1 min para extensdo; um passo final a 72 °C por 7
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min para completa extensdo. Para o gene quitinase (chi) foram as seguintes condi¢des de
temperatura: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94 °C
para desnaturagdo, 1 min a 45 °C para anelamento dos iniciadores, e a 72 °C por 1,5 min para

extensdo, um passo final a 72 °C por de 10 min para a completa extensao.

3.7.3 Eletroforese em gel de agarose a 1%

Com a finalidade de visualizar os fragmentos de DNA gerados pela técnica de
PCR, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1%. Apds a reagdo de amplificacdo, 3
puL de cada amostra foi adicionado em 3 pL do tampao de carregamento Blue/Orange 6X
Loading Dye (Promega). As amostras foram aplicadas no gel de agarose a 1%, sendo estes
submetidos a um campo elétrico de 90 V, conduzido em tampao TBE 1x (Tris/Borato/EDTA)
em pH alcalino.

Em cada reacdao de eletroforese 3 pl. de DNA Ladder 1Kb (Promega) foi
adicionado em 3 pL do tampao de carregamento como padrdo de peso molecular, o qual
serviu como referéncia para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos gerados. Apods a corrida
eletroforética, os géis foram visualizados em um transiluminador ultravioleta e fotografados

em aparelho L.PIX (Loccus Biotecnologia).

3.8 Caracterizacao proteica
3.8.1 Extracao de proteinas

As proteinas foram extraida segundo o protocolo de Lecadet et al. (1991), no qual
o isolado foi cultivado em placa de Petri contendo meio de cultura AN sélido a 28 °C durante
24 h, posteriormente, uma coldnia foi transferida para Erlenmeyer contendo 12 mL de caldo
nutriente mantido a 28 °C durante 52 h, em Shaker a 200 rpm. Em seguida, 1,5 mL do cultivo
foi depositado em tubos de 2 mL e centrifugado a 12000 xg por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento foi lavado com 1,5 mL de NaCl 0,5 M e agitado em
vortex, apds centrifugado a 12000 xg por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspendido em 1,5 mL de PMSF 1 mM (solug@o para inibi¢do da atividade
protedsica) e agitado em vortex e centrifugado a 12000 xg por 15 min a 4 °C, esse
procedimento foi repetido por mais duas vezes. Apds a dltima centrifugacdo, o sedimento foi
ressuspendido em 500 pL. de PMSF 1 mM e estocado em freezer (-20°C).

A amostra foi preparada retirando-se de uma aliquota de 25 pl contendo o
complexo esporo-cristal, adicionados 25 pL de tampao de amostra (62mM Tris-HCI pH 6,8;
4% SDS; 20% Glicerol; 5% B-mercaptanol e 0,02% de Azul de bromofenol), fervidas a 100
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°C/10 min. Para comparagdo dos resultados foi preparada uma amostra da estirpe padrao Bti

T14 001 nas mesmas condi¢des anteriormente descritas.

3.8.2 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%)

As preparagdes de esporos-cristais do isolado estudado foi analisada de acordo
com o protocolo descrito por Laemmli (1970), que consiste na utilizacdo do detergente
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE 12%), em condi¢des desnaturante.

A eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida consiste em um gel composto
por duas concentragdes: um primeiro gel de malha mais fina 5% o concentrador, cuja funcdo é
de compactar a amostra e o separador numa concentragdo de 12% de acrilamida, cuja funcao
€ separar o complexo SDS-proteina em fun¢do da sua massa molecular. Apds a preparacao
dos géis, da amostra foi retirado 40 pL e aplicada no gel de poliacrilamida SDS-PAGE numa
concentracdo de 12%, e como padrao de massa molecular de proteina foi adicionado 5 pL do
marcador Broad Ronge Protein Molecular (Promega de 225 a 10 kDa), como referéncia para
identificacdo das proteinas.

Os géis foram colocados em cuba de eletroforese vertical, preenchida com tampao
de corrida 1x (25 mM Tris-HCl, 35 mM SDS e 1,92 mM Glicina) e submetido a um campo
elétrico de 150 V por 1:50 h, apds a corrida eletroforética, o gel de poliacrilamida foi corado
em solucdo de Comassie Blue corante (50% metanol, 10% de acido acético 10% e 0,1% de
Comassie Brilhante blue 250-R) por 1 h em temperatura ambiente e descorado em solucdo
descorante (10% metanol e 10% de 4cido acético) até a visualizacdo das bandas de proteinas
que correspondem as toxinas presentes no isolado.

O gel foi guardado em papel celofane, em seguida digitalizado e analisado quanto

a presenca das proteinas de acao inseticida de interesse, conforme descri¢do da literatura.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e identificacio de Bacillus thuringiensis

Realizou-se 15 coletas de amostras de solo sendo oito no ecossistema restinga e
sete no ecossistema mangue nos municipios de Sdo Luis, Sdo José de Ribamar e Raposa
(Tabela 4). Dessas 15 amostras foram isoladas 284 colonias bacterianas. Essas coldnias apds
andlise morfoldgica, coloracdo de Gram, crescimento em penicilina G e visualizacdo em
microscopia de contraste de fase (1000x) para a verificagdo de inclusdes cristalinas, 232
(81,6%) foram identificadas como B. thuringiensis (Tabela 4).

Dos 232 isolados de B. thuringiensis, 110 (47,4%) foram provenientes do solo de
restinga e 122 (52,6%) do solo de mangue (Tabela 4). Em termos quantitativos, o maior
numero de isolados por amostra foi verificado nas amostras 165 e 170 provenientes dos
municipios Sao Luis e Raposa, respectivamente. O indice de coldnias de B. thuringiensis em
relacdo ao nimero de coldnias bacterianas examinadas no geral variou de 0 a 1,0, sendo uma

média geral de 0,81 (Tabela 4).

Tabela 4. Isolados de Bacillus thuringiensis obtidos a partir de amostras de solo dos
ecossistemas restinga e mangue em trés municipios do estado do Maranhio.

Ecossistema AmOStrf Municipios CB?> nBPf nBt/nCB*
de solo
157 Sao José de Ribamar 33 20 0,60
158 Sédo José de Ribamar 16 16 1,0
159 Sao José de Ribamar 4 0 0
Restinga 160 S.’EIO José de R@bamar 2 1 0,50
161 Sao José de Ribamar 2 0 0
164 Sao Luis 25 24 0,96
165 Sao Luis 30 30 1,0
166 Sao Luis 30 19 0,63
162 Sao José de Ribamar 18 18 1,0
163 Sao José de Ribamar 5 4 0,80
167 Sao Luis 22 20 0,90
Mangue 168 Raposa 25 25 1,0
169 Raposa 1 1 1,0
170 Raposa 31 31 1,0
171 Raposa 18 18 1,0
Total 284 232 0,81

'A numeragdo das amostras de solo é de acordo com a sequéncia das coletas realizadas nos Ecossistemas do
Maranhio; 2CB — Colonia Bacteriana; *nBt coldnia de Bacillus thuringiensis; “nBt/nCB ntimero isolados de
Bacillus thuringiensis obtidos em relacdo dividi pelo ndimero total de colonias bacterianas observadas em cada
amostra.
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4.2 Bioensaios de susceptibilidade

Cem isolados de B. thuringiensis dos 232 foram submetidos ao bioensaio de
susceptibilidade, sendo 50 isolados da restinga e 50 isolados do mangue. Desses, apenas o
isolado BtMA-750, proveniente da amostra 157 da restinga, coletada no municipio de Sdo
José de Ribamar, apresentou patogenicidade as larvas de A. aegypti, com 100% de
mortalidade em menos de 24 horas, apds a aplicacdo da suspensdo esporos/cristais na

concentragio de 1x108,

4.3 Bioensaios quantitativos

Esse bioensaio foi realizado com o isolado BtMA-750. Os dados de concentragdo-
mortalidade, ajustaram ao de modelo de probit (y*> ndo significativo, P < 0,05). A
concentracdo requerida do isolado para ocasionar a mortalidade de 50% da populacdo de A.
aegypti foi de 00,0044 mg/mL (Tabela 5). E a concentracdo requerida do isolado para
ocasionar a mortalidade de 90% da populagdo de A. aegypti foi de 0,01 mg/mL.

Em comparagdo as CLso e CLoo verificadas para o Bti (0,0028 mg/mL e 0,012
mg/mL, respectivamente), observa-se que essa linhagem apresentou valores menores,
indicando ser mais toxica do que o isolado BtMA-750, entretanto o isolado tem potencial para

ser emprego no controle bioldgico de vetores.

Tabela 5. Suscetibilidade de larvas de Aedes aegypti ao isolado BtMA-750, proveniente da
restinga, Maranhdo.

Inclinacao CLsIC CLyIC
Isolad 1 2 (GL)*
solados N + EP? (95%)° (95%)° 1 (GL)
Bti T14001° 1000 2,03+0,09 0,0028 (0,0021-0,0037) 0,012 (0,0092-0,0180)  6,68(3)
BtMA-750 1000 3,74+0,18 0,0044 (0,003-0,005) 0,01 (0,0081-0,0124) 7,52(3)

"Niimero total de insetos testados; *Inclina¢do + Erro Padrao; *Intervalo de confianca; 4 Qui-quadrado e Grau de
liberdade; SBacillus thuringiensis var. israelensis T14 001.

4.4 Deteccao dos genes cry, cyt e chi por PCR

A andlise por meio da PCR permitiu verificar que o isolado BtMA-750 amplificou
os fragmentos de DNA para os nove genes cytlAa, cytlAb, cyt2Aa, crylOAa, cryllAa,
cryl1Ba (Figura 6) cry4Aa, cry4Ba (Figura 7) e chi com tamanhos banda esperados (Figura
8).
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Figura 6. Perfil eletroforético do material genético do isolado de Bacillus thuringiensis
BtMA-750 da restinga amplificados com a utilizacdo dos iniciadores: cyt/Aa, cytlAb,
cyt2Aa, cryllAa, cryllBa e crylOAa. CP: controle positivo; CN: controle negativo;
MM: marcador molecular (1 Kb DNA Ladder)
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Figura 7. Perfil eletroforético do material genético do isolado de Bacillus thuringiensis
BtMA-750 da restinga amplificados com a utilizacdo dos iniciadores: cry4Aa,

cry4Ba.CP: controle positivo; CN: controle negativo; MM: marcador molecular (1 Kb
DNA Ladder)
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Figura 8. Perfil eletroforético do material genético do isolado de Bacillus thuringiensis
BtMA-750 da restinga amplificados com a utiliza¢do do iniciador: chi. CP: controle
positivo; CN: controle negativo; MM: marcador molecular (1 Kb DNA Ladder)

MM BtMA-750 CP CN

All

chi

4.5 Perfil proteico do BtMA-750
O isolado BtMA-750 apresentou proteinas de massa molecular de tamanho
140kDa e 72kDa, sendo compativel com o tamanho das Cry4 e Cryll, respectivamente. Em
relacdo a classe Cyt, o isolado apresentou proteinas de massa molecular menor que 50kDa
semelhante ao das toxinas Cytl e Cyt2 (Figura 9). E a partir deste resultado pode se verificar
que o isolado BtMA-750 apresentou perfil proteico semelhante ao da estirpe de referéncia

(Figura 9), sendo a tnica diferenca, uma banda superior a 150kDa expressa pelo BIMA-750.



Figura 9. Padrao de massas moleculares obtido a partir de SDS-PAGE 12% para andlise
das proteinas do isolado BtMA-750. MM.: marcador molecular; Bacillus thuringiensis
var. israelensis (Bti) T14 001
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5 DISCUSSAO

O solo é o substrato mais utilizado para o isolamento de B. thuringiensis
(IBARRA et al., 2003; COSTA et al, 2010; AMMOUNEH et al., 2011; BAKRI et al., 2012;
FAKRUDDIN et al., 2012; SOARES-DA-SILVA et al., 2015; DAGGA et al., 2016), sendo
essa bactéria amplamente encontrada na natureza predominantemente na forma de esporos,
que podem se disseminar amplamente pelo ambiente, uma vez que esses esporos podem
permanecer vidveis por longos periodos de tempo (de MAAGD et al., 2003).

O solo dos ecossistemas mangue e restinga demonstrou alto potencial em conter
isolados de B. thuringiensis, com indice de colonias de B. thuringiensis de 0,85 (mangue) e
0,77 (restinga). Resultados diferentes foram verificados por Baig e Mehnaz (2010) em
sedimentos marinhos do Mar Arabico ao longo da édrea costeira do Paquistio que ao
analisarem 200 coldnias de bactérias identificaram indice de colonias de B. thuringiensis de
0,15 e Maeda et al. (2001) que obtiveram indice de coldnias de B. thuringiensis de 0,01, ao
examinar 1378 colonias de B. cereus/B. thuringiensis.

A variagdo do indice de Bt observada nos diversos trabalhos pode estar associada
a diferentes fatores, como as propriedades quimicas do solo e as condi¢des climdticas
(POLANCZYK et al.,, 2004). Para Soares-da-Silva et al. (2015) a escolha do substrato,
método de coleta em campo e processo de identificacdo influenciam na efici€éncia do
isolamento de B. thuringiensis.

A baixa porcentagem de isolados de B. thuringiensis com acdo inseticida a larvas
de A. aegypti é bastante relatada (DIAS et al., 2002; PRACA et al., 2004; CAVALEIRO et
al., 2005; OOTANTI et al., 2011). A frequéncia de isolados de B. thuringiensis com atividade
inseticida € relativamente baixa para ordem Diptera quando comparada com outras ordens de
inseto (DIAS et al., 2002; SILVA et al., 2002; CAVALEIRO et al., 2005; COSTA et al.,
2010), sendo verificado que uma maior frequéncia de isolados de B. thuringiensis com
atividade téxica ocorre em insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera (SILVA-WERNECK
et al., 2000; POLANCZYK et al., 2004; AMMOUNEH et al., 2011; SILVA et al., 2012).

O isolado BtMA-750 mostrou alto potencial para o controle de larvas de A.
aegypti podendo ser utilizado em programas de controle desse vetor. A elevada toxicidade
desse isolado pode estar relacionada com a presenca dos genes cry e cyt (cry4Aa, cry4Ba,
crylOAa, cryllAa, cryllBa, cytlAa, cytlAb e cyt2Aa), corroborando com o contetido
proteico que sugeriu a presenca das proteinas Cry4, Cryll e Cyt, que sdo codificadas por

€SSEeS gences.
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As proteinas Cry4A e Cry4B tém sido bastante relatadas apresentando atividade
téxica contra insetos da ordem Diptera. A toxina Cry4Ba € altamente téxica a larvas de Aedes,
jad a Cry4Aa é menos téxicas (ANGSUTHANASOMBAT; CRICKMORE; ELLAR, 1992;
PONCET et al., 1995; ABDULLAH et al., 2003; BELTRAO; SILVA-FILHA 2007,
OTIENO-AYAYO et al., 2008). Essas proteinas também tém sido reportadas agindo
sinergicamente em larvas de mosquito (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

Com relacdo a toxina Cry10Aa, Herndndez-Soto et al., (2009), detectaram elevada
toxicidade contra larvas de A aegypti, em bioensaios, quando em sinergismo com a toxina
Cytl Aa.

A importancia da proteina CryllAa na toxicidade contra larvas de mosquito é
também conhecida (YAMAGIWA et al., 2002; FERNANDEZ et al., 2005). Em alguns
estudos a toxina Cryl1Aa apresentou alta toxicidade contra as larvas de Aedes e Culex, mas
baixa contra Anopheles (REVINA et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2006; OTIENO-AYAYO
et al., 2008). Costa et al. (2010) encontraram o gene cryl IAa em todos os isolados de B.
thuringiensis que apresentaram efici€éncia na mortalidade de larvas de A. aegypti em todos os
periodos avaliados.

A atividade larvicida da toxina CytlAa € baixa contra as larvas de Aedes, Culex e
Anopheles (BOURGOUIN et al., 1986; THIERY et al., 1997; OTIENO-AYAYO et al,,
2008). No entanto, sinergiza o efeito téxico das proteinas Cry (DELECLUSE et al., 1988;
PEREZ et al., 2005; HERNANDEZ-SOTO et al., 2009). A toxina CytlAa tem a propriedade
de se inserir diretamente na membrana celular, sem ser mediada por receptores especificos, e
pode agir como uma molécula receptora da toxina Cryl1Aa. Evidéncias demonstraram que o
bom sinergismo entre CryllAa e CytlAa e alta toxicidade a larvas de A. aegypti foi
positivamente correlacionado, assim como a alta afinidade no perfil de ligacdo dessas toxinas
aos receptores (PEREZ et al., 2005).

Um fato interessante € que a toxina Cytl Aa desempenha uma fun¢do crucial que
impede as proteinas Cry do Bti de perder a sua atividade téxica, ou seja, retarda a evolugao da
resisténcia das proteinas Cry em mosquito (CRICKMORE et al. 1995; GEORGHIOU;
WIRTH, 1997; WIRTH; GEORGHIOU, 1997; WIRTH et al. 2005).

A proteina Cyt2Aa também apresenta alta atividade sinérgica com as proteinas
Cry (WIRTH et al.,, 2001; PROMDONKOY et al., 2005; NISNEVITCH et al., 2006;
LAILAK et al., 2013). PROMDONKOY et al. (2005) verificaram que a coexpressdo das

toxinas Cry4Ba e Cyt2Aa, produzidas em E. coli incrementou a toxicidade para larvas de A.
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aegypti e C. quinquefasciatus, demonstrando, com isto, a alta atividade sinérgica entre as
toxinas combinadas.

Apesar do isolado BtMA-750 apresentar genes diptero-especificos semelhante aos
encontrados no Bti, que € o patégeno mais eficiente utilizado em formulacdes para o controle
desse mosquito (BRAVO et al., 2011; BEN-DOV, 2014), ndo € possivel afirmar quais dos
genes estdo envolvidos na toxicidade do isolado ou se estd ocorrendo sinergismo entre eles.
Nesse caso, o estudos das proteinas isoladas forneceria informagdes sobre quais toxinas estao
provocando a toxicidade do isolado.

A presenca do gene chi no isolado BtMA-750 pode estar contribuindo para a
toxicidade desse isolado, uma vez que esse gene codifica a enzima quitinase que € outro
mecanismo de acdo inseticida do B. thruingiensis (DUMAS et al., 2009), e pode esta agindo
em sinergismo com as d-endotoxinas aumentando a sua toxicidade (LIU et al., 2002).

Evidencia-se que o isolado BtMA-750 mostra-se promissor para ser usado no
controle bioldgico de vetores, pois o isolado apresentou todos os genes diptero-especificos,

responsaveis por codificar as toxinas inseticidas.
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6 CONCLUSAO

O solo dos ecossistemas restinga € mangue do estado do Maranhdo mostraram-se
propicios para a prospeccao de isolados de B. thuringiensis, no entanto apenas um isolado de
BtMA apresentou elevada toxicidade as larvas de A. aegypti e suas CLso e CLoo adequadas
para provocar mortalidade em 50% e 90% da populacdo de mosquitos vetores. Esta toxicidade
estaria relacionada ao seu contetido génico e proteico, devido a presenga dos genes que
codificam as toxinas Cry, Cyt e quitinase responsaveis pela toxicidade do B. thuringiensis.

Os dados obtidos nesse estudo demonstraram a variabilidade de genes inseticidas
que um unico isolado pode conter, estes genes podem ser utilizados em combinag¢do para
evitar o desenvolvimento de resisténcia de populacdes do A. aegypti, como ja foi constatada
pelo uso demasiado de inseticidas quimicos.

Portanto, é de extrema relevancia a busca continua por novos isolados na tentativa
de controlar as doencgas transmitidas pelo A. aegypti. A producdo de formulacdes de
bioenseticidas a partir de linhagens que estejam adaptadas as condicdes da nossa regido,
proporcionaria um produto altamente eficiente e de baixo custo, além disso, € uma alternativa

vidvel para reduzir o uso de inseticidas quimicos que sdo nocivos ao homem e ao ambiente.
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