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RESUMO 
Bacillus thuringiensis é um entomopatógeno de insetos vetores e pragas, sua toxicidade está 
baseada no cristal proteico produzido durante a esporulação. Essa bactéria é muito utilizada 
no controle do Aedes aegypti, vetor de diferentes agentes etiológicos causadores de doenças 
no homem. A ação inseticida de B. thuringiensis ocorre quando as larvas ingerem os cristais 
proteicos que são dissolvidos em pH alcalino no intestino médio, liberando os fragmentos 
tóxicos que ligam-se a receptores específicos e provocam a morte das larvas. Visando a ação 
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 Maranhão com 
potencial tóxico para utilização no controle biológico de A. aegypti. Foram realizados 
bioensaios para determinar a atividade entomopatógenica do bacilo contra as larvas do A. 

aegypti, após os testes foi estimado a concentração letal mediana (CL50 e CL90).  A Reação 
em Cadeia da Polimerase e a técnica de SDS-PAGE 12% foram realizadas para verificar o 
conteúdo gênico e proteico dos isolados, respectivamente. B. thuringiensis estava presente em 
86,6% das amostras examinadas e o isolado BtMA-750 apresentou elevada toxicidade às 
larvas do A. aegypti, esse fato pode esta relacionado com a presença do genes díptero-
específicos (cry4Aa, cry4Ba, cry10Aa, cry11Aa, cry11Ba, cyt1Aa, cyt 1Ab e cyt2Aa) e do 
gene chi que contribui para aumentar a ação inseticida da bactéria. Na técnica de SDS-PAGE 
12% foi confirmado que as proteínas codificadas pelo genes estavam sendo expressas. Todos 
os isolados obtidos foram estocados no Banco de Bacilos Entomopatogênicos do Maranhão-
BBENMA. Esses dados demonstram que o BtMA-750 tem potencial para ser utilizado para o 
controle biológico do A. aegypti.  
 

Palavras-chave: Controle biológico. 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 
Maranhão 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 (LC50 and LC90). 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, 
cry10Aa, cry11Aa, cry11Ba, cyt1Aa, cyt1AB 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 BtMA-
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 INTRODUÇÃO 

 

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, família 

Culicidae, gênero Aedes, subgênero Stegomyia, espécie Aedes (Stegomyia) aegypti 

(CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994; CHIARAVALLOTI-NETO, 1997; 

FORATTINI, 2002; MONTEIRO, 2014). É considerado um mosquito cosmopolita que 

apresenta comportamento estritamente sinantrópico e antropofílico (FORATTINI, 2002; 

NATAL, 2002), encontrado em regiões tropicais e subtropicais, limitadas entre os paralelos 

de latitudes 42º Norte e 40º Sul (CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994; 

FORATTINI, 2002).  

O mosquito desenvolve-se por holometabolia, passando pelas fases de ovo, quatro 

estádios 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; LOURENÇO-

DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002; ZETTEL; KAUFMAN, 2013). Os machos e as 

fêmeas alimentam-se de fluidos açucarados de plantas, porém somente as fêmeas são 

hematófagas, e durante este processo obtém proteínas para maturação dos ovos (FORATTINI, 

2002). 

As fêmeas de A. aegypti realizam a oviposição em uma diversidade de depósitos 

artificiais que acumulam água e estão localizados em diferentes locais, esse é um dos 

principais fatores de distribuição e dispersão do mosquito (TILAK et al., 2005; BESERRA et 

al., 2009; MARQUES et al., 2013). 

Os ovos do mosquito apresentam alta capacidade de resistência à dessecação, e 

podem manter-se viáveis por até 450 dias (TAUIL, 2002). Após, formação completa do 

embrião, os ovos amadurecem e, quando entram em contato com a água, começa o processo 

de eclosão das larvas, que são filtradoras seletivas e raspadoras de superfície (FORATTINI, 

2002).  

A fase larvária, período de alimentação e crescimento do mosquito, depende da 

temperatura, disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro. Esta fase pode 

durar cerca de 5 dias. Após esse período as larvas entram no estágio de pupação, nesta fase 

não se alimentam, e ocorre a metamorfose do estágio larval para o alado (CONSOLI; 

LOURENÇO-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 etiológicos, causadores de doenças ao 

homem, como dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) e vírus Zika (ZIKV), são vírus 

transmitidos pela picada das fêmeas do mosquito (HONÓRIO et al., 2015; VASCONCELOS, 

2015; ZARA et al., 2016). Atualmente essas arboviroses são umas das maiores problemáticas 

em saúde pública no país, em vista do elevado número de casos registrados pelo Ministério da 

Saúde (BRASIL/SVS/MS, 2016).  

O vírus DENV, pertencente à família Flaviviridae, gênero Flavivírus, com quatro 

sorotipos distintos, são eles: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (GUBLER; CLARK, 

1995; WHO, 2015). A dengue é considerada um crescente problema de saúde pública em 

áreas tropicais e subtropicais, estima-se que 3,9 bilhões de pessoas, em 128 países, estão em 

risco de infecção com o vírus da dengue (PAHO, 2015; WHO, 2015). Entre os meses de 

janeiro a maio de 2016 foram registrados 1.294.583 casos prováveis de dengue no país. A 

região Nordeste foi a segunda região que apresentou o maior número de casos notificados 

com 264.438, com incidência de 467,5% por 100 mil habitantes (BRASIL/SVS/MS, 2016).  

A febre chikungunya é causada por um Alphavirus da família Togaviridae 

(PIALOUX et al., 2007; DONALISIO; FREITAS, 2015). Entre os meses de janeiro a maio de 

2016, no país, foram confirmados 30.315 casos. A região nordeste apresentou maior 

incidência: 188,7% casos por 100 mil habitantes (BRASIL/SVS/MS, 2016).  

O vírus Zika é um Flavivirus da família Flaviviridae (VASCONCELOS, 2015). 

Neste ano, 64.311 casos de febre causada pelo vírus Zika foram confirmados, destes, a região 

Centro-Oeste apresentou a maior taxa de incidência com 159,8% casos por 100 mil 

habitantes.  

 

1.3 Controle do Aedes aegypti 

O controle químico com inseticidas vem sendo utilizado desde o século XIX e 

diversas substâncias químicas de origem orgânica ou inorgânica já foram empregadas na 

tentativa de controlar populações desse vetor (BRAGA; VALLE, 2007; LIMA et al., 2009). 

Dentre os inseticidas químicos encontram-se os organoclorados, 

organofosforados, carbamatos e piretróides (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 mamíferos, 

podem contaminar o meio ambiente, além de contribuírem para o aparecimento de populações 
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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 resistência pelas populações de A. aegypti aos inseticidas é 

a principal problemática que afeta as estratégias de controle do vetor (LAZCANO et al., 

2009). Por isso, tornou-se necessária a procura por métodos alternativos para redução dos 

índices populacionais dos vetores, como o uso de controle biológico, que consiste na 

regulação da densidade populacional de determinada espécie, por meio do emprego de 

microrganismos capazes de provocar doenças em insetos vetores (FORATTINI, 2002; 

FINKLER, 2011, 2012; MAIA; DIREITO; FIGUEIRÓ, 2014).  

Diversos microrganismos como fungos, parasitoides, vírus e bactérias são 

utilizados no controle de insetos pragas e vetores (ALMEIDA; FILHO, 2001; SIMONATO; 

GRIGOLLI; OLIVEIRA, 2014). As bactérias entomopatógenicas são as mais utilizadas 

mundialmente no controle de vetores. O Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) 

(Eubacteriales, Bacillaceae) é a espécie mais estudada e usada no controle microbiano, por 

serem específicas e apresentarem elevada virulência devido à produção de toxinas, além de 

serem inócuas ao homem (ALVES, 1998).  

 

1.4 Bacillus thuringiensis  

Em 1911 Berliner isolou uma bactéria, causando doença 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 à província 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 μm largura por 3 a 5 

μm de comprimento, geralmente com motilidade, é uma bactéria gram-positiva, aeróbica, 

podendo facultativamente crescer em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 45ºC (HABIB; 

ANDRADE, 1998).  

Durante a fase de esporulação a bactéria produz proteínas com atividade 

inseticida, essas proteínas acumuladas formam os cristais proteicos, os quais são formados por 

δ-endotoxinas ou proteínas Cry e Cyt (SOBERÓN; BRAVO, 2007) (Figura 1).  
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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).  

São conhecidas 22 genes que codificam as toxinas com ação entomopatogênica 

para o A. aegypti como, cry1Ab, cry1Ca, cry4Aa, cry4Ba, cry11Aa, cry11Ba, cry11Bb, 

cry16Aa, cry20Aa, cry24Ca, cry30Fa, cry32Ba, cry32Ca, cry32Da, cry44Aa, cry54Aa, 

cyt1Aa, cyt1Ab, cyt1Ba, cyt2Aa, cyt2Ba, cyt2Bc (VAN FRANKENHUYZEN; NYSTROM, 

2016).  

A caracterização dos genes cry é importante para a diferenciação de toxicidade 

específica das proteínas Cry (SCHÜNEMANN; KNAAK; FIUZA, 2014). A detecção de 

diferentes genes de B. thuringiensis pode ser realizada por meio da Reação 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 regiões específicas do DNA e, portanto, determinar a presença ou ausência de um 

gene alvo. A identificação dos genes pode prever parcialmente a ação inseticida de uma dada 

linhagem (LIMA et al., 2002; PORCAR; JUARÉZ-PÉREZ, 2003).  

Além das δ-endotoxinas o B. thuringiensis apresenta outros mecanismos de 

toxicidade, como a produção da enzima quitinase, que podem potencializar ação inseticida do 

B. thuringiensis, pois essa exoenzima interrompe a integridade da membrana e facilita a 

inserção das toxinas Cry a receptores no epitélio intestinal (REGEV et al., 1996; NI et al., 

2015). Alguns trabalhos têm sido realizados visando à 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 ubíquo 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), grãos estocados (MEADOWS et al., 1992; BERNHARD et al., 

1997), a partir de amostras de água (IRIARTE et al., 2000) e sedimentos marinhos (MAEDA 

et al., 2001).  

Na região Nordeste do Brasil, alguns trabalhos têm sido realizados com o objetivo 

de obter isolados de B. thuringiensis de solo com atividade entomopatogênica (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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têm sido muito restritos a Bacillus com atividade a pragas agrícolas (VALICENTE; 

BARRETO, 2003; POLANCZYK et al., 2004; VILAS-BÔAS; LEMOS, 2004; SILVA et al., 

2012), com poucos trabalhos direcionados a busca de isolados ativos a insetos vetores de 

doenças (REGIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2005; ARAÚJO et al., 2007).  

O estado do Maranhão por ser formado por uma grande diversidade de 

ecossistemas, pode apresentar um alto potencial em conter linhagens de B. thuringiensis com 

elevada atividade entomopatogênica a vetores de doenças. O Estado apresenta uma Planície 

Costeira com aproximadamente 640 km (BANDEIRA, 2013), com predomínio de mangue e, 

em determinadas áreas, uma vasta vegetação de restinga.  

Alguns trabalhos como Maeda et al. (2001) no Japão, Geetha (2007) na Índia, 

Marcon et al. (2014) no Brasil têm demonstrado a existência de B. thuringiensis no 

ecossistema de mangue. Baig e Mehnaz (2010) também isolaram esta bactéria em sedimentos 

marinhos da área de Hawks Bay de Cape Mount ao longo do mar Arábico. 

  

1.6 Caracterização do problema  

As arboviroses provocadas pelos vírus DENV, CHIKV e ZIKV que são 

transmitidos ao homem pelo A. aegypti, acometem milhares de brasileiros 

(BRASIL/SVS/MS, 2016). A única forma de reduzir os casos dessas doenças é controlar as 

populações do A. aegypti, pois até o momento não existe vacina disponível no mercado contra 

nenhuma destas doenças (TAUIL, 2002; DONALISIO; FREITAS, 2015; WHO, 2015).  

Uma alternativa viável para o controle das populações do mosquito é o uso de 

formulados à base de Bacillus thuringiensis israelenses (Bti), que são eficientes para o 

controle da fase larval do vetor, entretanto, a maioria destes formulados é importado o que 

provoca aumento do preço final para o consumidor e a diminuição da competição destes 

produtos em relação aos inseticidas químicos (ANGELO; VILAS-BÔAS; CASTRO-

GÓMEZ, 2010).  

Considerando, o elevado custo de formulados a base do Bti, faz-se necessário a 

busca por novas linhagens de B. thuringiensis que estejam adaptadas às condições locais de 

cada região e apresentem maior variabilidade genética em relação às linhagens de B. 

thuringiensis já descritas (CRICKMORE et al., 2016; VAN FRANKENHUYZEN; 

NYSTROM, 2016), pois apesar de não ser comprovada resistência em populações do A. 

aegypti às toxinas produzidas pela estirpe Bti, estudos demonstram que populações desse 

vetor apresentam potencial em desenvolver resistência a estas toxinas quando testadas 
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isoladamente (PÉREZ 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 Maranhão pode conter linhagens de B. thuringiensis com alta atividade 

inseticida e que possam ser utilizadas para a fabricação de produtos biológicos com recursos 

naturais próprios da região estudada, alta eficiência e baixo custo, uma vez que preço é um 

determinante na opção 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 Maranhão com potencial larvicida para o 

controle biológico de Aedes aegypti.  

 

2.2 Específicos 

 Isolar B. thuringiensis em amostras de solo da restinga e mangue do Maranhão;  

 Avaliar o potencial larvicida das linhagens de B. thuringiensis selecionadas em 

larvas de A. aegypti, com a determinação da Concentração Letal Mediana (CL50 

e CL90);  

 Comparar a toxicidade dos isolados de B. thuringiensis do estado do Maranhão 

com a linhagem padrão B. thuringiensis var. israelensis (Bti) T14 001, por meio 

de bioensaios com A. aegypti;  

 Caracterizar o conteúdo gênico e proteico (cry, cyt e chi) das linhagens de B. 

thuringiensis com ação tóxica para larvas de A. aegypti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





24 
 

Posteriormente, as amostras de solo foram acondicionadas em uma caixa de 

isopor e transportadas ao Laboratório de Entomologia Médica – LABEM, localizado na 

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

 

Tabela 1. Ecossistemas e Municípios onde foram coletadas amostras de solos para o 
isolamento de Bacillus thuringiensis. 
Ecossistema Municípios Número da amostra 

Restinga 

São José de Ribamar 157 
São José de Ribamar 158 
São José de Ribamar 159 
São José de Ribamar 160 
São José de Ribamar 161 

São Luís 164 
São Luís 165 
São Luís 166 

Mangue 

São José de Ribamar 162 
São José de Ribamar 163 

São Luís 167 
Raposa 168 
Raposa 169 
Raposa 170 
Raposa 171 

 

3.2 Isolamento e identificação de Bacillus thuringiensis 

O isolamento seguiu o protocolo preconizado pela Organização Mundial de Saúde 

(WHO, 1985), que consiste em misturar 1 g de solo de cada amostra à 10 mL de solução de 

sais (0,006 mM FeSO4.7H2O; 0,01 mM CaC03. 7H2O; 0,08 mM MgSO4.7H2O; 0,07 mM 

MnSO4.7H2O; 0,006 mM ZnSO4.7H2O).  

Em seguida, as amostras foram diluídas seriadamente (10-1 e 10-2) em solução 

salina (NaCl a 1%). Posteriormente uma alíquota de 1 mL da última diluição foi 

homogeneizada em agitador de tubos vortex e submetida a choque térmico a 80 ºC por 12 min 

em banho-maria e em gelo por 5 min. Após, 100 μL da solução foram transferidos para placas 

de Petri contendo meio de cultura ágar nutriente (AN) (Himedia) (peptona 5 g/L, cloreto de 

sódio 5 g/L, extrato de carne 1,5 g/L, extrato de levedura 1,5 g/L e ágar 15 g/L), sendo 

posteriormente espalhadas com auxílio de uma alça de Drigalski. As placas foram invertidas e 

armazenadas em estufa bacteriológica a 28 ºC, durante 48 h para o crescimento das colônias 

bacterianas. 

Após o crescimento, as colônias foram avaliadas quanto à morfologia (forma, 

bordo, elevação, estrutura, tamanho e coloração) (RAMPERSAD; KHAN; AMMONS, 2002) 
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3.5.2 Bioensaios quantitativos 

Dos 100 isolados testados nos bioensaios de susceptibilidade apenas um isolado 

proporcionou 100% de mortalidade às larvas de A. aegypti. Esse isolado foi testado em 

bioensaios quantitativos para a determinação da CL50 (concentração capaz de matar 50% das 

larvas expostas ao isolado) e CL90 (concentração capaz de matar 90% das larvas expostas ao 

isolado), cuja finalidade é 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 bacteriológica a 28 ºC por 24 h. Posteriormente, foi transferido para 

Erlenmeyer, com auxílio de alça de platina esterilizada e cultivado em 600 mL do meio de 

cultura NYSM (YOUSTEN, 1984) por 5 dias a 28 ºC shaker sob a agitação de 180 rpm, para 

a completa esporulação das bactérias e liberação dos cristais. A cultura obtida foi liofilizada, 

seguindo a metodologia de Santos et al. (2012), com algumas modificações, sendo 

centrifugada a 9.000 xg por 30 min a 4 ºC, lavada com água destilada autoclavada, em 

seguida congelada por 14 h e liofilizada por aproximadamente 6 h em liofilizador Enterprise I 

(Terroni) no Laboratório de Malária e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia – INPA. 

Os bioensaios quantitativos foram realizados seguindo o protocolo de WHO 

(2005), que consistiu na preparação de duas soluções seriadas a partir do isolado liofilizado 

nas concentrações de 5 mg/mL (solução I) e 0,05 mg/mL (solução II). A partir da solução II 

foram preparadas dez concentrações (Tabela 2) da suspensão do isolado de B. thuringiensis 

para realização dos bioensaios, que foram feitos em cinco réplicas, para cada concentração, 

em volume final de 150 mL de água e 20 larvas de A. aegypti de 3º instar, sendo repetido três 

vezes. A estirpe padrão Bti T14 001 foi utilizada como controle positivo nas mesmas 

condições descritas para o isolado e, como controle negativo os copos continham apenas água 

tritonada (0,01%). Após a aplicação do bacilo realizou-se as leituras de sobrevivência das 

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

Total de 
concentrações 

Alíquota (μL)  
(solução II) 

Concentração final de bacilos no 
recipiente (mg/mL) 

1 120 4 x 105 
2 90 3 x 105 
3 60 2 x 105 
4 30 1 x 105 
5 24 0,8 x 105 
6 15 0,5 x 105 
7 12 0,4 x 105 
8 9 0,3 x 105 
9 6 0,2 x 105 
10 3  0,1 x 105 

 

3.6 Análise estatística 

O índice de B. thuringiensis foi calculado com a utilização da fórmula (nBt/nCB) 

que corresponde ao número isolados obtidos em relação ao número de total de colônias 

bacterianas observadas em cada amostra (HOSSAIN et al., 1997).  

Os dados de mortalidade e percentagem de larvas vivas foram corrigidos pela 

fórmula de Abbott (1925), após esta correção os dados foram submetidos à análise de Probit a 

P < 0,05 (FINNEY, 1971) através do programa estatístico POLO-PLUS (LeOra Software 

2003) para determinação da CL50 e CL90.  

 

3.7 Caracterização molecular  

3.7.1 Extração de DNA genômico 

Na extração do DNA genômico do isolado (o que ocasionou 100% de mortalidade 

às 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 sólido, por 

18 h a 28 ºC em estufa bacteriológica. Uma colônia do isolado foi ressuspendida em 1 mL de 

água milli-Q em microtubos e levados a centrifugação por 1 min a 12.000 rpm a 25 ºC. Após 

a centrifugação o sobrenadante foi descartado, 100 μL da matriz foi adicionado ao sedimento 

e, em seguida, incubado em banho-maria a 56 ºC durante 25 min e após agitado em vortex por 

10 s. Posteriormente, o microtubo foi colocado em banho-maria a 100 ºC 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 espectrofotômetro L-Quant 

(Loccus) no Laboratório de Genética Molecular (GENBIMOL) e armazenado a -20º C para a 

utilização nas reações de PCR. 
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3.7.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR)  

O isolado que ocasionou 100% de mortalidade às larvas de A. aegypti foi 

submetido a técnica de PCR para a detecção dos genes cry, cyt e chi que codifica toxinas com 

ação inseticida específica para mosquitos (Tabela 3). 

As reações foram conduzidas em um volume final de 25 μl, constituído de 1x do 

tampão (GoTaq® Flexi DNA Polymerase) (Promega), 1 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP 0,1 

mM de cada Primer, 1 U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega), 50 ng de DNA e água 

milli-Q. O DNA padrão Bti foi utilizado como controle positivo e como controle negativo a 

quantidade de DNA foi substituída por água milli-Q.  

 

Tabela 3. Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores para identificação dos genes cry, cyt e 

chi de Bacillus thuringiensis com ação específica para Aedes aegypti, com suas respectivas 
sequências e tamanho de fragmento esperado 

1Tam. pb tamanho de pares de base; 2Tº Ane.: temeperatura de anelamento; 3Cry: crystal; 4Cyt: 
cytolytic.*Primers desenhados por Costa et al. (2010); # Primer desenhado por Lin (2004) 
 

A amplificação dos genes foi realizada em termociclador (Gencycler-G96G). Para 

os genes cry e cyt seguiu-se as condições de temperatura de: desnaturação inicial a 94 ºC por 

5 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 ºC para desnaturação, 30 s de 50 ºC a 53 ºC para o 

anelamento dos iniciadores e a 72 ºC por 1 min para extensão; um passo final a 72 ºC por 7 

Genes Iniciadores Sequências (5’-3’) Tam.  
Pb1 Tº Ane.2 

δ-
en

do
to

xi
na

s 

C
la

ss
e 

C
ry

3  

cry4Aa* 5’-GGGTATGGCACTCAACCCCACTT  
3’GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC   

777 50 

cry4Ba* 5’-GAGAACACACCTAATCAACCAAT 
3’GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC  

347 52 

cry10Aa* 5’-ATTGTTGGAGTTAGTGCAGG  
3’-AATACTTTGGATGTGTCTTGAG  

995 48 

cry11Aa* 5’-CCGAACCTACTATTGCGCCA            
3’-CTCCCTGCTAGGATTCCGTC  

470 50 

cry11Ba* 5’-CCGAACCTACTATTGCGCCA   
3’-CTCCCTGCTAGGATTCCGTC  

608 52 

C
la

ss
e 

C
yt

4  cyt1Aa* 5’-AACTCAAACGAATAACCAAG  
3’-TGTTCCTTTACTGCTGATAC  

300 53 

cyt1Ab* 5’-AAGCAAGGGTTATTACATTACG  
3’-CCAATACTAAGATCAGAGGG  

698 54 

cyt2Aa* 5’- GCATTAGGAAGACCATTTG  
3’- AAGGCTAAGAGTTGATATCG  

361 53 

E
xo

to
xi

na
  

chi# 
5’ – ATGGTCATGAGGTCTC 
3’ – CTATTTCGCTAATGAGC 

2027 45 
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min para completa extensão. Para o gene quitinase (chi) foram as seguintes condições de 

temperatura: desnaturação inicial à 94 ºC por 5 min, seguido de 30 ciclos de 1 min à 94 ºC 

para desnaturação, 1 min à 45 ºC para anelamento dos iniciadores, e a 72 ºC por 1,5 min para 

extensão, um passo final a 72 ºC por de 10 min para a completa extensão. 

 

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%. Após a reação de amplificação, 3 

μL de cada amostra foi adicionado em 3 μL do tampão 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 tampão TBE 1x (Tris/Borato/EDTA) 

em pH alcalino. 

Em cada reação de eletroforese 3 μL de DNA Ladder 1Kb (Promega) foi 

adicionado em 3 μL do tampão de carregamento como padrão de peso molecular, o qual 

serviu como referência para verificação dos tamanhos dos fragmentos gerados. Após a corrida 

eletroforética, os géis foram visualizados em um transiluminador ultravioleta e fotografados 

em aparelho L.PIX (Loccus Biotecnologia). 

 

3.8 Caracterização proteica 

3.8.1 Extração de proteínas 

As proteínas foram extraída segundo o protocolo de Lecadet et al. (1991), no qual 

o isolado foi cultivado em placa de Petri contendo meio de cultura AN sólido a 28 ºC durante 

24 h, posteriormente, uma colônia foi transferida para Erlenmeyer contendo 12 mL de caldo 

nutriente mantido à 28 ºC 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 ºC. O 

sobrenadante foi descartado, o sedimento foi lavado com 1,5 mL de NaCl 0,5 M e agitado em 

vortex, após centrifugado a 12000 xg por 15 min a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento foi ressuspendido em 1,5 mL de PMSF 1 mM (solução para inibição da atividade 

proteásica) e agitado em vortex e centrifugado a 12000 xg por 15 min a 4 ºC, esse 

procedimento foi repetido por mais duas vezes. Após a última centrifugação, o sedimento foi 

ressuspendido em 500 μL de PMSF 1 mM e estocado em freezer (-20°C).  

A amostra foi preparada retirando-se de uma alíquota de 25 μl contendo o 

complexo esporo-cristal, adicionados 25 μL de tampão de amostra (62mM Tris-HCl pH 6,8; 

4% SDS; 20% Glicerol; 5% β-mercaptanol e 0,02% de Azul de bromofenol), fervidas a 100 
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°C/10 min. Para comparação dos resultados foi preparada uma amostra da estirpe padrão Bti 

T14 001 nas mesmas condições anteriormente descritas. 

 

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

As preparações de esporos-cristais do isolado estudado foi analisada de acordo 

com o protocolo descrito por Laemmli (1970), que consiste na utilização do detergente 

Dodecil Sulfato de Sódio (SDS-PAGE 12%), em condições desnaturante. 

A eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida consiste em um gel composto 

por duas concentrações: um primeiro gel de malha mais fina 5% o concentrador, cuja função é 

de compactar a amostra e o separador numa concentração de 12% de acrilamida, cuja função 

é separar o complexo SDS-proteína em função da sua massa molecular. Após a preparação 

dos géis, da amostra foi retirado 40 μL e aplicada no gel de poliacrilamida SDS-PAGE numa 

concentração de 12%, e como padrão de massa molecular de proteína foi adicionado 5 μL do 

marcador Broad Ronge Protein Molecular (Promega de 225 a 10 kDa), como referência para 

identificação das proteínas.  

Os géis foram colocados em cuba de eletroforese vertical, preenchida com tampão 

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, após a corrida eletroforética, o gel de poliacrilamida foi corado 

em solução de Comassie Blue corante (50% metanol, 10% de ácido acético 10% e 0,1% de 

Comassie Brilhante blue 250-R) por 1 h em temperatura ambiente e descorado em solução 

descorante (10% metanol e 10% de ácido acético) até a visualização das bandas de proteínas 

que correspondem às toxinas presentes no isolado.  

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

à presença das proteínas de ação inseticida de interesse, conforme descrição da literatura. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Isolamento e identificação de Bacillus thuringiensis 

Realizou-se 15 coletas de amostras de solo sendo oito no ecossistema restinga e 

sete no ecossistema mangue nos municípios de São Luís, São José de Ribamar e Raposa 

(Tabela 4). Dessas 15 amostras foram isoladas 284 colônias bacterianas. Essas colônias após 

análise morfológica, coloração de Gram, crescimento em penicilina G e visualização em 

microscopia de contraste de fase (1000x) para a verificação de inclusões 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 

número de isolados por amostra foi verificado nas amostras 165 e 170 provenientes dos 

municípios São Luís e Raposa, respectivamente. O índice de colônias de B. thuringiensis em 

relação ao número de colônias 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 três municípios do estado do Maranhão. 

Ecossistema Amostra 
de solo1 

Municípios CB2 nBt3 nBt/nCB4 

Restinga 

157 São José de Ribamar 33 20 0,60 
158 São José de Ribamar 16 16 1,0 
159 São José de Ribamar 4 0 0 
160 São José de Ribamar 2 1 0,50 
161 São José de Ribamar 2 0 0 
164 São Luís 25 24 0,96 
165 São Luís 30 30 1,0 
166 São Luís 30 19 0,63 

Mangue 

162 São José de Ribamar 18 18 1,0 
163 São José de Ribamar 5 4 0,80 
167 São Luís 22 20 0,90 
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 
1A numeração das amostras de solo é de acordo com a sequência das coletas realizadas nos Ecossistemas do 
Maranhão; 2CB – Colônia Bacteriana; 3nBt colônia de Bacillus thuringiensis; 4nBt/nCB número isolados de 
Bacillus thuringiensis obtidos em relação dividi pelo número total de colônias 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 município de São 

José de Ribamar, apresentou patogenicidade às larvas de A. aegypti, com 100% de 

mortalidade em menos de 24 horas, após a aplicação da suspensão esporos/cristais na 

concentração de 1x108.  

 
4.3 Bioensaios quantitativos  

Esse bioensaio foi realizado com o isolado BtMA-750. Os dados de concentração-

mortalidade, ajustaram ao de modelo de probit (χ2 não significativo, P < 0,05). A 

concentração requerida do isolado para ocasionar a mortalidade de 50% da população de A. 

aegypti foi de 0,0044 mg/mL (Tabela 5). E a concentração requerida do isolado para 

ocasionar a mortalidade de 90% da população de A. aegypti foi de 0,01 mg/mL. 

Em comparação às CL50 e CL90 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 tóxica do que o isolado BtMA-750, entretanto o isolado tem potencial para 

ser emprego no controle biológico de vetores. 

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

Isolados N1 Inclinação 
± EP2 

CL50IC 
(95%)3 

CL90IC 
(95%)3 

χ2 (GL)4 

Bti T14 0015 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) 

1Número total de insetos testados; 2Inclinação ± Erro Padrão; 3Intervalo de confiança; 4 Qui-quadrado e Grau de 
liberdade; 5Bacillus thuringiensis var. israelensis T14 001. 

 

4.4 Detecção dos genes cry, cyt e chi por PCR 

A análise por meio da PCR permitiu verificar que o isolado BtMA-750 amplificou 

os fragmentos de DNA para os nove genes cyt1Aa, cyt1Ab, cyt2Aa, cry10Aa, cry11Aa, 

cry11Ba (Figura 6) cry4Aa, cry4Ba (Figura 7) e chi com tamanhos banda esperados (Figura 

8). 
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5 DISCUSSÃO 

 

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 viáveis por longos períodos de tempo (de MAAGD et al., 2003). 

O solo dos ecossistemas mangue e restinga demonstrou alto potencial em conter 

isolados de B. thuringiensis, com índice de colônias 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 Arábico ao longo da área costeira do Paquistão que ao 

analisarem 200 colônias de bactérias identificaram índice de colônias de B. thuringiensis de 

0,15 e Maeda et al. (2001) que obtiveram índice de colônias de B. thuringiensis de 0,01, ao 

examinar 1378 colônias de B. cereus/B. thuringiensis.  

A variação do índice de Bt observada nos diversos trabalhos pode estar associada 

a diferentes fatores, como as propriedades químicas do solo e as condições climáticas 

(POLANCZYK et al., 2004). Para Soares-da-Silva et al. (2015) a escolha do substrato, 

método de coleta em campo e processo de identificação influenciam na eficiência do 

isolamento de B. thuringiensis.  

A baixa porcentagem de isolados de B. thuringiensis com ação inseticida a larvas 

de A. aegypti é bastante relatada (DIAS et al., 2002; PRAÇA et al., 2004; CAVALEIRO et 

al., 2005; OOTANI et al., 2011). A frequência de isolados de B. thuringiensis com atividade 

inseticida é 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 frequência de isolados de B. thuringiensis com 

atividade tóxica 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 presença dos genes cry e cyt (cry4Aa, cry4Ba, 

cry10Aa, cry11Aa, cry11Ba, cyt1Aa, cyt1Ab e cyt2Aa), corroborando com o conteúdo 

proteico que sugeriu a presença das proteínas Cry4, Cry11 e Cyt, que são codificadas por 

esses genes.  
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As proteínas Cry4A e Cry4B têm sido bastante relatadas apresentando atividade 

tóxica contra insetos da ordem Diptera. A toxina Cry4Ba é altamente tóxica a larvas de Aedes, 

já a Cry4Aa é menos tóxicas (ANGSUTHANASOMBAT; CRICKMORE; ELLAR, 1992; 

PONCET et al., 1995; ABDULLAH et al., 2003; BELTRÃO; SILVA-FILHA  2007; 

OTIENO-AYAYO et al., 2008). Essas proteínas também têm sido reportadas agindo 

sinergicamente em larvas de mosquito (BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2007). 

Com relação à toxina Cry10Aa, Hernández-Soto et al., (2009), detectaram elevada 

toxicidade contra larvas de A aegypti, em bioensaios, quando em sinergismo com a toxina 

Cyt1Aa. 

A importância da proteína Cry11Aa na toxicidade contra larvas de mosquito é 

também conhecida (YAMAGIWA et al., 2002; FERNÁNDEZ et al., 2005). Em alguns 

estudos a toxina Cry11Aa apresentou alta toxicidade contra as larvas de Aedes e Culex, mas 

baixa contra Anopheles (REVINA et al., 2004; FERNÁNDEZ et al., 2006; OTIENO-AYAYO 

et al., 2008). Costa et al. (2010) encontraram o gene cry11Aa em todos os isolados de B. 

thuringiensis que apresentaram eficiência na mortalidade de larvas de A. aegypti em todos os 

períodos avaliados. 

A atividade larvicida da toxina Cyt1Aa é 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 tóxico das proteínas Cry (DELECLUSE et al., 1988; 

PÉREZ et al., 2005; HERNÁNDEZ-SOTO et al., 2009). A toxina Cyt1Aa tem a propriedade 

de se inserir diretamente na membrana celular, sem ser mediada por receptores específicos, e 

pode agir como uma molécula receptora da toxina Cry11Aa. Evidências demonstraram que o 

bom sinergismo entre Cry11Aa e Cyt1Aa e alta toxicidade a larvas de A. aegypti foi 

positivamente correlacionado, assim como a alta afinidade no perfil de ligação dessas toxinas 

aos receptores (PÉREZ et al., 2005).  

Um fato interessante é que a toxina Cyt1Aa desempenha uma função crucial que 

impede as proteínas Cry do Bti de perder a sua atividade tóxica, ou seja, retarda a evolução da 

resistência das proteínas Cry em mosquito (CRICKMORE et al. 1995; GEORGHIOU; 

WIRTH, 1997; WIRTH; GEORGHIOU, 1997; WIRTH et al. 2005). 

 A proteína Cyt2Aa também apresenta alta atividade sinérgica com as proteínas 

Cry (WIRTH et al., 2001; PROMDONKOY et al., 2005; NISNEVITCH et al., 2006; 

LAILAK et al., 2013). PROMDONKOY et al. (2005) verificaram que a coexpressão 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 díptero-específicos semelhante aos 

encontrados no Bti, que é o patógeno mais eficiente utilizado em formulações para o controle 

desse mosquito (BRAVO et al., 2011; BEN-DOV, 2014), não é possível afirmar quais dos 

genes estão envolvidos na toxicidade do isolado ou se está ocorrendo sinergismo entre eles. 

Nesse caso, o estudos das proteínas isoladas forneceria informações sobre quais toxinas estão 

provocando a toxicidade do isolado. 

A presença 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 é outro 

mecanismo de ação inseticida do B. thruingiensis (DUMAS et al., 2009), e pode está agindo 

em sinergismo com as δ-endotoxinas aumentando a sua toxicidade (LIU et al., 2002).  

Evidencia-se que o isolado BtMA-750 mostra-se promissor para ser usado no 

controle biológico de vetores, pois o isolado apresentou todos os genes díptero-específicos, 

responsáveis por codificar as toxinas inseticidas.  
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6 CONCLUSÃO 

O solo dos ecossistemas restinga e mangue do estado do Maranhão mostraram-se 

propícios para a prospecção de isolados de B. thuringiensis, no entanto apenas um isolado de 

BtMA apresentou elevada toxicidade as larvas de A. aegypti e suas CL50 e CL90 adequadas 

para provocar mortalidade em 50% e 90% da população de mosquitos vetores. Esta toxicidade 

estaria relacionada ao seu conteúdo gênico e proteico, devido a presença dos genes que 

codificam as toxinas Cry, Cyt e quitinase responsáveis pela toxicidade do B. thuringiensis.  

Os dados obtidos nesse estudo demonstraram a variabilidade de genes inseticidas 

que um único isolado pode conter, estes genes podem ser utilizados em combinação para 

evitar o desenvolvimento de resistência de populações do A. aegypti, como já foi constatada 

pelo uso demasiado de inseticidas químicos. 

Portanto, é de extrema relevância a busca contínua por novos isolados na tentativa 

de controlar as doenças transmitidas pelo A. aegypti. A produção de formulações de 

bioenseticidas a partir de linhagens que estejam adaptadas às condições da nossa região, 

proporcionaria um produto altamente eficiente e de baixo custo, além disso, é uma alternativa 

viável para reduzir o uso de inseticidas químicos que são nocivos ao homem e ao ambiente. 
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