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RESUMO

A atividade larvicida de B. sphaericus, procedentes de diversas localidades da Amazonia, foi estimada
por meio de bioensaios com Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus. Pela andlise de Probit foi
determinada a concentracdo letal mediana (CL50) e a poténcia em relagdo a estirpe padréo 2362. Os
resultados apontaram as estirpes IB15 (CL50 = 0,040 ppm), IB19 e S1116 (CL50 = 0,048 ppm), IB16
(CL50 = 0,052 ppm) e S265 (CL50 = 0,057 ppm) como mais efetivas, sendo 1B15 com poténcia cerca
de 50% superior a estirpe 2362 nos hioensaios realizados contra A. darlingi e IB16 e S1116 mais
potentes nos testes com C. quinquefasciatus, mostrando-se cerca de 300-400% superiores. Na
caracterizacdo molecular 0 gene datoxina binariafoi diagnosticado em todas as estirpes estudadas e a
toxina MTX1 foi observada em apenas quatorze estirpes. Com base nas sequéncias de BinA, foram
observados 23 sitios polimorficos nas sequéncias, sendo apenas quatro informativos para parcimonia.
Ao total obteve-se dez hapldtipos entre as estirpes da Amazoénia, sendo o hapldtipo 1 (nove estirpes)
similar a 2362 (Tipo 2) e o restante com sequéncias distintas. Os 16 sitios polimérficos observados
nas sequéncias de aminoécidos resultaram em 19 aminoacidos variantes e, com base na distancia
genética, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo entre variagBes nas sequéncias da toxina BinA e
o nivel de toxicidade, bem como a procedéncia das estirpes. Como B. sphaericus desperta um
interesse biotecnolégico na produgdo de biolarvicidas para controle de mosguitos vetores, foi
estudado o crescimento microbiano da estirpe 1B15 em meio NYSM, durante 24 horas de
fermentacdo. IB15 apresentou um perfil de crescimento semelhante a estirpe 2362 quanto as
producdes de células, esporos, biomassa e em atividade larvicida ao longo da fermentaco. Ao final,
obteve-se 1,61x10° esporos.mL™ com IB15 e 6,46x10° esporos.mL™ com 2362. Os valores de TL50
foram semelhantes, sendo em média 2,5h nos testes com uma cultura do bacilo ao final de 24 horas. A
estirpe 1B15 demonstrou ser adequada para crescimento em meio NYSM, apresentando niveis
desgjados de producdo de esporos e toxinas ao longo da fermentagdo. S80 necessarios estudos

complementares sobre producdo em grande escala com estirpe para 0 desenvolvimento de

Vii



biolarvicidas. Portanto, com os resultados obtidos nesse trabal ho, verifica-se a grande importancia do
controle biolégico de mosquitos com o0 emprego de bactérias entomopatogénicas, mostrando ser uma

alternativa ou complemento viével no controle de mosquitos vetores na Amazonia.

PALAVRAS-CHAVE

Controle biologico, Mosquitos, Bacillus sphaericus, Caracterizacdo molecular, Biolarvicidas,

Entomopatogénicos.
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ABSTRACT

Larvicidal activity of B. sphaericus from several places in Amazonia, was estimated to
Anopheles darlingi and Culex quinquefasciatus. Pobit analysis was used to determine the
median lethal concentration (LC50) and potency relative to the 2362 standard strain. Findings
pointed out strains IB15 (LC50 = 0.040 ppm), IB19 and S1116 (LC50 = 0.048 ppm), I1B16
(LC50 = 0.052 ppm) and S265 (LC50 = 0.057 ppm) as the most effective ones, being 1B15
with a potency of close to 50%, higher to strain 2362 in the assays carried out with A.
darlingi. IB16 and S1116 were more potent in the experiments with C. quinguefasciatus,
showing to be nearly 300-400% higher. Through molecular characterisation were diagnosed
the binary toxin gene in al twenty studied stains and MTX1 toxin was found only on
fourteen of them. Twenty-three polymorphic sites on the sequences were observed on the
basis of the BinA sequences, being only four of them informative for the parsimony. As a
whole, ten haplotypes were obtained amongst the Amazonian strains, being haplotype 1 (nine
strains) similar to that of 2362 (Type 2) and the rest presenting distinct sequences. The 16
polymorphic sites observed on the aminoacid sequences resulted into 19 variant aminoacids
and, on the basis of the genetic distance among the strains, it was not possible to establish a
correlation between variations on BinA toxin sequences and toxicity level, as well as
precedence of the strains. As B. sphaericus raises biotechnological interest in the production
of biolarvicides, IB15 strain microbial growth in NY SM medium during 24h of fermentation,
was studied. It was found that IB15 presented a growth profile similar to 2362 strain to
prduction of cells, spores, biomass and larvicidal activity throughout fermentation, with no
statistically significant differences. At the end, 1.61x10° spores.mL ™ was obtained with 1B15

and 6.46x10°% sporesmL™* with 2362. LT50 values were similar, being in average 2.5h in the
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experiments with one culture of the bacillus at the end of 24 hours. Strain IB15 showed to be
suitable for growth in NYSM medium, presenting desirable levels of production of spores
and toxins throughout fermentation. Further studies are needed on the large-scale production
with that strain for the development of biolarvicides. Therefore, with the findings obtained in
this study, one verifies the great importance of mosquito biological control with the use of
entomopathogenic bacteria, showing to be a viable complement or alternative on the control

of vector mosguitoes in Amazonia.

KEYWORDS

Biological control, Mosquitoes, Bacillus sphaericus, Molecular characterisation,

Biolarvicides, Entomopatogenics.
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1. INTRODUCAO

A malaria, a filariose e o dengue estdo entre as doengas transmitidas por mosquitos
que registram os maiores numeros de casos em todo o mundo. Estd em quinto lugar nas
causas de morte por doengas infecto-parasitarias, superada apenas pelas doengas
respiratorias, AIDS, diarréia e tuberculose (WHO 2005). Além do sofrimento que causam
as pessoas acometidas, essas enfermidades representam um grande obstaculo ao
desenvolvimento econdmico e social, sobretudo nos paises mais pobres, pois seus efeitos
interferem diretamente na capacidade produtiva dos trabalhadores ativos (SAUME &
MALDONADO 1993, TAUIL 2000).

Entre essas doengas citadas acima, uma das mais graves em termos de saude
publica mundial ¢ a maldria. Também conhecida como paludismo, essa doenga esta
presente em mais de 107 paises. Segundo dados da OMS, os registros anuais estio em
torno de 500 milhdes dos casos, dos quais cerca de um milhdo levam os doentes a 6bito. As
mortes sdo verificadas, principalmente, no continente africano e em criancas menores de
cinco anos de idade (WHO 2004).

Atualmente no Brasil, a incidéncia da malaria estd quase que totalmente
concentrada na regido amazodnica onde ¢ registrado 99,7% dos casos de todo o pais
(FUNASA/EP/SISMAL). A distribuicdo dos focos da doenca ndo ocorre de forma
homogénea e estdo relacionadas, principalmente, aos locais de ocupacdo desordenada de
terras, entre estas, invasdes urbanas, exploracdo de minérios, entre outras (TADEI 2001).

Um historico dos casos de maldria no Brasil, em duas décadas, pode ser
visualizado na Figura 1. Nesse grafico, observa-se 0 aumento progressivo nos casos a partir

da década de 1980. A partir de 1999, a média anual passou a ser de 500.000 casos.
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Figura 1. Casos de malaria registrados no Brasil entre os anos de 1980-2005. Fonte: CGPNCN/SUS/MS.



O marco no controle de mosquitos vetores ocorreu em 1939, com a descoberta do
diclorodifeniltricloroetano (DDT), um inseticida organoclorado, com elevada eficiéncia no
controle de vetores e que apresentava baixo custo (OMS 1992). A eficacia contra as formas
adultas do mosquito e o prolongado efeito residual incentivou o uso intensivo desse
produto nos programas de controle no mundo todo, principalmente no periodo entre 1946 e
1970, onde os casos de malaria foram reduzidos em até 50% nas areas de maior incidéncia
de maléria (REY 1991).

Com a diminuicao dos casos da doenga, os programas de controle foram reduzidos
ou até mesmo encerrados sem que houvesse o desenvolvimento de um programa extensivo
de vigilancia epidemiologica. Consequentemente, anos mais tarde, em decorréncia dessa
reducao dos programas de controle, somada aos primeiros registros de resisténcia em
populagdes de anofelinos ao DDT, surgiram focos da maldria em locais de transmissao
considerados controlados, com exce¢do dos paises da Europa e América do Norte, onde a
vigilancia e o desenvolvimento de estratégias de controle passam a ser intensificadas
(OMS 1970, D’AMATO 2002).

Este quadro, somado aos danos ao ecossistema e a saude humana, resultou em
uma revisao da estratégia global de erradicagdo da malédria. Em 1992 durante a Conferéncia
Ministerial de Amsterdd foi estabelecido o controle integrado da maléaria adequado as
diferentes situacdes epidemiologicas. Outras medidas, além das relacionadas diretamente
ao combate de vetores e ao parasito passaram a ser contempladas, tais como a articulacao
das autoridades competentes e a participagdo ativa da populagdo por meio de informacao
sobre a doenga, mecanismo de transmissdo e importancia do diagnéstico e tratamento
precoces (SILVEIRA 2001).

Os inconvenientes da utilizacdo de inseticidas quimicos estimulam a busca de

métodos alternativos no controle de pragas e vetores no campo da Satide Publica. Um bom



exemplo ¢ o controle bioldgico, um processo natural de regulacdo populacional por meio
de agentes bioticos que lhes sdo toxicos e/ou letais (FONTES 1992). Esse método baseia-
se em um equilibrio populacional onde uma espécie influencia o nivel da outra, porém sem
a supressdo de nenhuma das duas, evitando efeitos ecoldgicos indesejaveis (FOWLER &
DI ROMAGNANO 1992).

Entre os agentes de controle microbiano, Bacillus thuringiensis Berliner (1915) ¢
um dos melhores exemplos de agentes de sucesso no controle de insetos, ¢ responsavel por
90% do mercado de bioinseticidas para controle de pragas com importancia em agricultura
¢ satde publica (VALADARES-INGLIS et al. 1998). Apresenta acdo toxica
principalmente em insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera e
apesar do largo espectro de agdo, essa espécie de bacilo ndo ¢ muito efetiva em aguas
poluidas e apresenta pouca atividade residual em campo por ndo se reciclarem no meio
ambiente (LACEY 1984, WHO 1985, SOUZA et al. 1999).

Outra espécie de bactéria com agdo entomopatogénica ¢ o Bacillus sphaericus
Neide (1904), que apesar do menor espectro de agdo em comparagdo com B. thuringiensis,
apresenta grande efetividade no controle de mosquitos vetores de malaria (YOUSTEN
1984, BECKER 1997).

Nesse contexto, no presente trabalho avaliou-se o emprego de estirpes de B.
sphaericus provenientes de diversas localidades da Amazonia, como agente de controle de
mosquitos vetores. O estudo concentrou-se na analise da atividade larvicida em Anopheles
darlingi Root (1926) e Culex quinquefasciatus Say (1823), na caracterizagdo molecular das
toxinas inseticidas e na sele¢do de estirpes promissoras para uso em formulagdes de

inseticidas bioldgicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacillus sphaericus NEIDE (1904)

Bacillus sphaericus é uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporo circular
de localizacdo terminal ou subterminal deformante. De ampla distribui¢do mundial ¢
comumente encontrada nos ambientes terrestres e aquaticos. E uma espécie heterogénea,
definida por reacdes negativas nos testes fenotipicos tradicionais e pela incapacidade de
utilizar agucares como fonte de carbono para crescimento (CLAUS & BERKELEY 1986).

A toxicidade em B. sphaericus ¢ devida a produgdo de uma toxina binaria com
subunidades de 42 kaDa (BinA) e 51 kDa (BinB), durante a esporulagio (BAUMANN et
al. 1991). Segundo ALVES (1998), a toxina binaria constitui um cristal protéico, formando
um complexo parasporal envolvido por um esporangio (Figura 2). O B. sphaericus
apresenta ac¢do toxica em larvas de mosquitos dos géneros Culex, Anopheles, Psorophora e
pouco ou nenhum efeito sobre larvas de Aedes sp., que sdo sensiveis ao B. thuringiensis

(HABIB 1989).

Figura 2. Complexo parasporal de Bacillus sphaericus. S (esporo), C (cristal de

toxina). E (esporangio).



Apesar do B. sphaericus ter sido descrito no inicio do século XX, as primeiras
observagdes de patogenicidade foram realizadas apenas em 1964 por KELLEN et al.
(1965). O isolado denominado linhagem K apresentava baixo poder larvicida, levando
cerca de sete dias para causar mortalidade em larvas de Culiseta incidens Thomson (1869)
(Diptera: Culicidae). Posteriormente, com o isolamento da estirpe SSII-1 em mosquitos
procedentes da India, com atividade larvicida cerca de 1.000 vezes superior a linhagem K,
iniciou-se a busca por estirpes com potencial para controle bioldgico, visto os primeiros
registros de resisténcia de mosquitos ao DDT (OMS 1970, SINGER 1973).

A estirpe SSII-1 foi a primeira efetivamente estudada por sua atividade larvicida.
Porém, a utilizagdo em campo iniciou-se com a estirpe 1593, procedente da Indonésia
(SINGER 1981). Posteriormente, foram isoladas estirpes com alta atividade larvicida como
a 2297 no Sri Lanka (WICHREMESINGHE & MENDIS 1980) e a 2362 na Nigéria
(WEISER 1984). Esta ultima ¢ atualmente recomendada pela OMS como estirpe padrdo
nos inseticidas bioldgicos de B. sphaericus (WHO 2005).

O aumento progressivo de B. sphaericus com alta toxicidade amplia o potencial
tecnologico desse biolarvicida para controle de vetores (REGIS 2000). Outra importante
caracteristica de B. sphaericus e que confere vantagem para uso em campo € a persisténcia
no ambiente por meio de reciclagem natural, utilizando as larvas mortas como substrato,
inclusive em criadouros com alto teor de poluentes (HABIB 1989, CORREA &

YOUSTEN 1995).

2.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR
Os estudos iniciais de identificagdo do B. sphaericus tinham como base
caracteristicas morfologicas e bioquimicas. No entanto, apenas as propriedades fenotipicas

eram insuficientes para separar estirpes entomopatogénicas, uma caracteristica variavel



nessa espécie, tornando imprescindivel outros métodos de caracterizacdo biologica
(MERCAN & COKMUS 2004). Como essa espécie apresenta pouca reatividade aos testes
bioquimicos classicos, um grande passo na identificagdo de estirpes patogénicas foram os
estudos da susceptibilidade diferencial aos bacteriofagos (YOUSTEN et al. 1980) ¢
sorotipagem por meio de antigenos flagelares (De BARJAC et al. 1980).

Avangos das técnicas em biologia molecular permitiram a diferenciacdo por meio
de similaridade do DNA (KRYCH et al. 1980), os quais estabeleceram cinco grupos (I,
ITA, TIB, III, IV e V) em 62 estirpes analisadas, sendo que as estirpes que apresentaram
acdo entomopatogénicas estavam agrupadas no subgrupo IIA. PRIEST et al. (1994)
consideraram o grupo IIB de KRYCH et al.(1994) como uma nova espécie, o B. fusiformis.

ZHANER (1992) estudou a heterogeneidade genética em 140 estirpes de Bacillus
sp., procedentes de diversas regides do Brasil, por meio de eletroforese de isoenzimas. Os
resultados apontaram B. sphaericus como um complexo de espécies. A similaridade entre
os grupos analisados, com base em polimorfismos nos sitios de restricdo enzimatica
(RFLP) (AQUINO DE MURO et al. 1992) e em amplificagdes ao acaso no genoma
bacteriano (RAPD) (WOODBURN et al. 1995), confirmou a existéncia de grupos distintos
no complexo B. sphaericus.

LAMPE (1998) estimou a similaridade entre estirpes de B. sphaericus patogénicas
e ndo-patogénicas utilizando o gene 16S do RNA ribossomal, observando que nio apenas
estirpes patogénicas mostraram similaridade com o grupo IIA e que, portanto, ¢
inadequado estudar esses grupos apenas com base em testes de patogenicidade.

Uma revisdo taxonomica de B. sphaericus e B. fusiformis foi realizada por
NAKAMURA (2000) utilizando sequéncias do gene 16S do RNA ribossomico. Foram
obtidos sete grupos, o grupo 1 correspondendo ao subgrupo IIA de KRYCH et al. (1980) o

grupo 2 ao B. fusiformis (IIB), o grupo 3 representa o B. sphaericus * Stricto sensu” ¢ os



grupos 4, 5, 6 e 7 correspondem a novos taxa. O autor reafirma o parentesco entre as cepas
do grupo 1 e 2, porém as considera como pertencentes ao B. fusiformis.

NAKAMURA et al (2003) validaram a nomenclatura de B. pycnus e de B. nedei
para os grupos 6 e 7, respectivamente. Tendo em conta esses estudos foi proposto que B.
fusiformis pertenga ao grupo 1 e, portanto, a nomenclatura de B. sphaericus agrupa apenas

o B. sphaericus “ Sricto sensu” , bem como as cepas dos grupos 4 ¢ 5.

2.3 TOXINAS ENTOMOPATOGENICAS E MODO DE ACAO

A patogenicidade de B. sphaericus resulta de uma ou mais toxinas que diferem em
composi¢do e tempo de sintese atuando no intestino médio da larva. A principal ¢ a toxina
binaria, composta por um polipeptideo de 42 (Bin A) e outro de 51kDa (Bin B). Essas
toxinas sdo sintetizadas durante o processo de esporulagdo e depositadas como cristal junto
ao esporo (BAUMANN et al. 1991, CHARLES et al. 1997).

A agdo da toxina binaria nas larvas ocorre apoOs a ingestdo dos cristais protéicos
juntamente com o alimento. As toxinas interagem com receptores do epitélio do intestino
médio, desencadeando uma sucessiva destruicao tecidual culminando com a morte da larva
por um processo septicEémico, em decorréncia da multiplicacdo bacteriana na hemolinfa
(GERMANI 1993). Segundo SINGH & GILL (1988) ¢ POOPATHI et al. (1999) os
eventos nas larvas seguem a ordem descrita a seguir:

1. ingestdo do complexo esporo/cristal;

2. solubilizag¢do dos cristais em pH alcalino no intestino da larva e liberagdo dos
polipeptideos de 51 e 42kDa (protoxinas);

3. clivagem das protoxinas por agdo de serina-proteases em fragmentos ativos. A
toxina bindria ¢ degradada, por remog¢ado de seqiiéncias de peptideos N- e C-terminal, para

produtos toxicos de 39 (BinA) e 43kDa (BinB);



4. acdo da toxina ativada no epitélio intestinal e ligagdo aos receptores presentes
na membrana do intestino médio e

5. alteragdes citopatologicas e lise celular.

As lesdes histologicas nas larvas de mosquitos susceptiveis ao B. sphaericus
mostraram danos em varios tecidos nos diferentes estdgios da intoxica¢do bacteriana, com
grave disfuncdo dos sistemas nervoso € muscular (SINGH & GILL 1988). Em larvas de
anofelinos, os efeitos citopatologicos sdo observados a partir de 30 minutos apds a ingestao
da toxina, com aumento significativo de vesiculas com atividades secretoras em células
intestinais posteriores, seguido de um processo degenerativo nos diversos tecidos
(OLIVEIRA 2005).

Comportamentalmente, as alteragdes nos hdbitos alimentares modificam-se a
partir de dez minutos com a redugdo na taxa alimentar (DAVIDSON et al. 1995), cessando
completamente até a quarta hora. As larvas perdem seus movimentos caracteristicos,
ficando paralisadas na superficie da dgua, porém apresentando resposta aos estimulos tateis
(SINGH & GILL 1988).

Os componentes da toxina bindria presentes em quantidades equimolares nos
cristais protéicos contribuiram para a formulagdo da hipdtese de efeito sinérgico
(DAVIDSON et al. 1990). O mecanismo de agdo intracelular de B. sphaericus vem sendo
elucidado com a descoberta da fun¢do dos componentes da toxina binaria (BAUMANN et
al. 1991, PORTER et al. 1993). Estudos no modo de a¢@o sugeriram que BinB tenha sido o
responsavel pela ligacdo inicial na superficie do intestino larval e BinA confere a agao
toxica (BROADWELL et al. 1990, NICOLAS 1993). BAUMANN & BAUMANN (1991)
constataram efeito toxico de BinA em células de mosquitos, porém em um grau menor do

que na presenca de BinB.



O modo como a toxina bindria atua apds a ativagdo das proteinas vem sendo
esclarecido com evidéncia de que uma simples classe de receptores seja expressa na
superficie do ceco gastrico e intestino posterior em espécies de mosquitos susceptiveis
(NIELSEN-LEROUX & CHARLES 1992).

Investigacdes sobre os efeitos da toxina binaria em ensaios de afinidade com
microvilosidades intestinais revelaram que o receptor em Culex sp ¢ uma o-glicosidase de
60kDa (Cpml) que se liga ao epitélio via ancora GPI (Glicosil-fostatidilinositol) (SILVA-
FILHA et al. 1999). A interagdo entre os polipeptideos seria importante para a formagao de
um complexo [BinA-BinB-Cpm1]-GPI (DARBOUX et al. 2001).

Estudos moleculares mostraram que o fenomeno de resisténcia a inseticidas
quimicos em C. quinquefasciatus nio esta relacionado a alteragdes no sitio de ligacdo da
toxina, mas as mutacdes que expressam proteinas desprovidas da éancora GPI,
consequentemente, a toxina Bin ndo se liga aos receptores na membrana celular (SILVA-
FILHA 2005).

Na comparacdo entre as sequéncias do gene do receptor de membrana em C.
pipiens e C. quinquefasciatus (ROMAO et al. 2005), verificou-se variagdes em 83
nucleotideos e os polimorfismos nas extremidades amino e caboxi terminais da proteina
estariam relacionados com a diferenga de susceptibilidade observada nessas duas espécies
de mosquitos.

Além da toxina binaria alguns isolados dessa espécie produzem, durante o estagio
vegetativo do crescimento, toxinas de membrana ou MTX. Essas toxinas nao estdao
presentes em todos os isolados de B. sphaericus, mas apresentam distribui¢ao em estirpes
com alta e baixa toxicidade (LIU et al. 1993). Até agora foram descritas trés dessas
toxinas: MTX1 de 100kDa (THANABALU et al. 1991), MTX2 de 31,8 kDa

(THANABALU & PORTER 1996) e MTX3 de 35,8kDa (LIU et al. 1996).
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A toxina MTX1 ¢ produzida na forma de pro-toxina e por agdo de tripsina, resulta
em um produto com atividade ADP-ribosil transferase (27kDa) e um dominio de ligacao
(70kDa) (THANABALU et al. 1993). Apesar da clivagem formar a toxina ativa, o
processamento nao foi a base da especificidade da toxina, pois também foram observadas
em MTX]1 tratadas com tripsina bovina ou em extratos de insetos ndo susceptiveis
(THANABALU et al. (1992).

Em bioensaio com MTXI observou-se CL50 de 19ng.mL”' com C.
quinquefasciatus, 4060 ng.mL™ em Chironomus riparus (Diptera: Chironomidae) e de 50
ng.mL"' em A. aegypti Linnaeus (1762) (PARTRIDGE & BERRY 2002). O efeito toxico
em A. aegypti tratada com MTXI1 conferiu aumento no potencial das toxinas de B.
sphaericus.

A acdo das toxinas MTX2 e MTX3 ¢ desconhecida, porém, apresenta de 20 a 27%
de similaridade com as &-toxinas de Clostridium perfringens Veillon & Zuber (1898)
(Clostridia: Clostridiaceae) e acredita-se que atuem por um mecanismo semelhante. As e-
toxinas sdo responsaveis pela enterotoxemia em ovelhas e outros animais (PETIT et al.
1997).

Portanto, a identificacdo de toxinas inseticidas além de elucidar o modo de agao

em organismos-alvo amplia o espectro de uso do B. sphaericus no controle de vetores.

2.4 EFEITOS SOBRE ESPECIES NAO-ALVO

A propagacdo das doencas transmitidas por mosquitos ¢ uma constante
preocupagdo em saude publica. Entre as bactérias entomopatogénicas, B. sphaericus foi
rapidamente incorporado nos programas de controle de mosquitos por sua alta
especificidade, sem causar danos ao meio ambiente (HORNBY et al. 1981, MULLA et al.

1984). No entanto, testes de seguranca desses patdogenos na natureza quanto aos efeitos em
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organismos ndo-alvo (NTO) e ao proprio homem sdo exigidos pela OMS antes do uso em
campo (FEDERICI 1995).

Nos estudos sobre os efeitos de B. sphaericus ndo foram observados agdo toxica
em vertebrado e invertebrado ndo-alvo (MIURA et al. 1980, SIEGEL & SHADDUCK
1990), no entanto, estudos com os cristais da toxina solubilizados realizados por THOMAS
& ELLAR (1983) apresentaram atividades citoliticas ndo especificas.

As estirpes de B. sphaericus SSII-1, 1404-9 e¢ 1593 foram testadas para
patogenicidade ¢ infectividade em mamiferos por SHADDUCK et al. (1980). Os
resultados demonstraram lesdes em varios tecidos, porém nao foram observadas morte ou
patologias clinicas resultantes das inje¢des do bacilo. Dados semelhantes foram obtidos por
De BARJAC et al. (1987) em estudos com fémeas de ratos tratadas com doses da cultura
total de B. sphaericus 2362, sorotipo H-5a,5b. BOSGELMEZ et al. (1989) estudaram a
toxicidade de B. sphaericus em ratos e porcos-da-Guiné. Os animais receberam inje¢des do
bacilo em &reas subcutaneas, intraperitoneais, intravenosas € percutaneas, também foram
realizados testes de ingestdo, inalacio e irritacdo nos olhos com suspensdes de 2x10°
bactérias/mL. Nenhum dos animais apresentou sintomas de doenga e o comportamento,
curva de crescimento e peso médio dos 6rgaos estavam dentro da faixa de normalidade.

Os efeitos do biolarvicida VectoLex® (B. sphaericus 2362) nas larvas de Aedes e
nos organismos nao-alvo (copépodas, anfibios e rotiferos) em condi¢des de laboratdrio
(PHAM et al. 1988). Os resultados apontaram mortalidade de 99% nas larvas de Aedes, 24
horas apos a aplicagdo em doses a partir de 0,1 ppm. Nao foram observados impactos nos
organismos nao-alvo em doses de até¢ 1000 ppm.

SAMPAIO et al. (2005) analisaram os efeitos de B. sphaericus sobre a
entomofauna em tanques de piscicultura no Amazonas tratados com biolarvicidas de B.

sphaericus. Esses autores ndo constataram alteragdes nas drasticas nos niveis populacionais
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da entomofauna nesses criadouros.

Um aspecto importante dos organismos ndo-alvo foi sugerido por YOUSTEN et
al. (1991), a de que esses organismos poderiam contribuir com a dispersdo da bactéria em
areas distantes da aplicagdo, pois foi observada a permanéncia dos esporos viaveis em
ostras por até 21 dias e em caracois por 49 dias, sem indicacdo de crescimento ou causa de

patologias nesses animais.

2.5 CONTROLE BIOLOGICO

O controle biologico ¢ considerado um componente fundamental do equilibrio na
natureza com base no mecanismo da densidade reciproca (BERTI-FILHO 1999). O
aumento populacional de um inseto-praga implica em maior quantidade de alimento
disponivel aos seus inimigos naturais, cujas populacdes também aumentam, provocando
um decréscimo na densidade da praga (disponibilidade de alimento), o que acarretard na
queda dos niveis populacionais dos inimigos naturais, permitindo que a populagdo-praga
volte a crescer.

A existéncia de inimigos naturais propiciou o uso do controle bioldgico como uma
tecnologia alternativa ao uso de inseticidas quimicos contribuindo para a preservagdo de
recursos naturais (DIAS 1992, LACEY & ORR 1994). Em Saude Publica, essa ferramenta
estd voltada para a reducdo dos vetores, em niveis que ndo representem riscos de
desencadeamento de epidemias (HABIB 1989).

Em relacdo aos inseticidas quimicos, as bactérias entomopatogénicas apresentam
vantagens quanto a especificidade de acao (HABIB & ANDRADE 1998), seguranca para a
fauna nao-alvo, inclusive o proprio homem (SIEGEL 2001) e de nao oferecer riscos de
poluicdo ao meio ambiente. Geralmente em B. sphaericus, a persisténcia dessa espécie em

campo ocorre por meio da reciclagem natural (CORREA & YOUSTEN 1995).
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Entretanto, a necessidade do conhecimento da biologia das espécies envolvidas, o
planejamento das aplicagdes sincronizadas com o periodo ideal de atuagdao do controlador,
as medidas de prote¢do para manutengdo da viabilidade dos patdgenos e o menor espectro
de acdo contra diversas pragas, sdo fatores que limitam o uso desse tipo de controle

(ALVES 1998).

2.6 INSETICIDAS BACTERIANOS

Em todo o mundo, os métodos convencionais de controle de insetos-praga estao
baseados no uso de produtos quimicos. Apesar do controle biologico ser um método ideal
de manejo, o agente para controle, seja de importancia agricola, médica, veterinaria ou
urbana, ainda sdo empregados em um nivel muito aquém do seu potencial, em virtude de
problemas como produgdo em grande escala, pouca estabilidade, limitado espectro de agdo
e, principalmente, pela falta de uma politica governamental especifica (NOMURA 2003).

As bactérias sdo atualmente os agentes mais promissores com centenas de
espécies descritas infectando inseto. Comercialmente, destacam-se B. thuringiensis e B.
sphaericus (REGIS et al. 2001). No entanto, o mercado mundial de bioinseticidas
representa apenas 2% de uma movimentagdo comercial em torno de U$ 30 bilhoes e, deste
percentual, B. thuringiensis corresponde a 90% (BISHOP 2002, MORAES 2005).

No Brasil, os inseticidas bioldgicos sao utilizados ha mais de 50 anos e mesmo
com comprovagdo de causarem menor impacto ao meio ambiente do que os quimicos e nao
serem prejudiciais ao ser humano, nunca ocuparam um lugar de destaque no mercado de
vendas (NAVON 2000).

Além das intimeras pragas agricolas e vetores de doengas, a clonagem e a
caracterizacdo de novos genes codificadores de proteinas responsaveis pela atividade

toxica a insetos, t€ém ampliado as perspectivas no uso de proteinas inseticidas (SILVA-
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FILHA 2005).

Segundo MORAES & CAPALBO (1986) e DIAS (1992), a producao inicial de
bioinseticidas envolve diferentes etapas como:

1. Identificagdo de inimigos naturais;

2. Caracterizagao biologica;

3. Armazenamento dos recursos genéticos em colecdes devidamente

catalogadas;
4. Prospeccao de insetos-alvo e

5. Formulagao.

Ao final, o agente biologico entra na etapa final ou de desenvolvimento
tecnologico, onde sdo realizados os estudos de producdo, avaliacdo da tecnologia em
grande escala e comercializacdo (GERMANI 1993, VILARINHOS et al. 1996).

Embora os entomopatogenos possam ser aplicados puros, muitas vezes tais
condi¢des ndao permitem coberturas homogéneas. Isto pode ser conseguido por meio de
formulacdes com melhor desempenho em campo sem perda da qualidade do produto
(ALVES 2001). Uma formulagdo adequada ¢ a base para o sucesso de um inseticida
microbiano, pois depende de aspectos relacionados a fisiologia do microrganismo e
adequagdo ao tipo utilizagdo, levando em consideragdo os habitos comportamentais do
inseto-alvo (MORAES et al. 2001).

A andlise econdmica da formulacdo deve ser criteriosa, uma vez que o preco final
¢ um determinante na opc¢ao pelo produto (DIAS 1992). Portanto, ¢ importante pesquisar
com vistas em formula¢des de baixo custo, principalmente no caso de B. sphaericus que
utiliza aminoacidos como fonte de carbono para crescimento.

Estudos de produ¢do de B. sphaericus com residuos industriais apontam
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resultados promissores como, por exemplo, as pesquisas realizadas por SANCHES (2000)
demonstrando que em baixa concentracdo de nutrientes (1,5%) ha uma grande conversao
em biomassa (2,3x10"' UFC.mL™"' e esporulagdo de 90%) com producio estimada em U$
11.00/L. Também, os experimentos de RORBERG (2000) com residuos das industrias de
cerveja, constataram a produgdo de 6x10'° UFC/mL e 5,2x10'° esporos.mL™" a um custo de
US$ 0.01/100L.

Poucas sdo as informagdes disponiveis na literatura cientifica sobre formulados
com entomopatégenos, pois em geral, constituem-se em objeto de patentes (COUCH,
2000). Algumas instituicdes desenvolvem formulacdes em conjunto com empresas
privadas como o caso do CENARGEN/EMBRAPA, associada a empresa BTHEK
Biotecnologia, para o desenvolvimento do bioinseticida SPHAERUS SC, a base de B.
gphaericus (José Manuel Cabral S. Dias, com. Pessoal).

Os processos biotecnologicos constituem-se em uma ferramenta de extrema
importancia nas atividades de controle de vetores em alternativas racionais de menor
impacto ao meio ambiente. O fato de proporcionarem produtos resultantes da prospeccao

da natureza permite avaliar o potencial da biodiversidade da regido.

2.7 CONTROLE DE VETORES POR B. sphaericus

Apobs a descoberta das primeiras estirpes com ac¢do entomopatogénica em B.
sphaericus (KELLEN & MEYERS 1964, SINGER 1973) e em B. thuringiensis israelensis
(GOLDBERG & MARGALIT 1977), a OMS passou a incentivar o uso de bactérias em
grandes programas de controle de vetores (HOUGARD & BACK 1992, BECKER 1997).

No controle de mosquitos, o B. sphaericus tem sido empregado com sucesso em
paises da Africa e América Latina (CASTRO et al. 1996, SKOVAND & BAUDUIN 1997,

BERTI & ZIMMERMAN 1998, SKOVMAN & SANOGO 1999, BLANCO-CASTRO et
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al. 2000).

No Brasil, o uso de bactérias entomopatogénicas em Satde Publica iniciou-se em
1983 no Rio Grande do Sul com B. thuringiensis israelensis no controle de Smulium
pertinax Kollar (1832) (Diptera: Simulidac) (RUAS-NETO 1984).

Biolarvicidas a base de B. sphaericus foram empregados no controle de C.
quinquefasciatus a partir de 1986 em Brasilia — DF (VILARINHOS 1988), na area urbana
de Recife e Olinda — PE (REGIS et al. 1995, REGIS et al. 2000) ¢ em Montes Claros —
MG (CONSOLI et al. 1997).

Em Manaus, biolarvicidas a base de B. sphaericus sao empregados em programas
de controle de vetores da maléria nas areas periféricas da cidade, nos criadouros naturais de
anofelinos, os quais sdo diretamente influenciados pelos pulsos das enchentes caracteristica
da regidao (TADEI & RODRIGUES 2002).

Acgdes combinadas com diversas formas de intervengdo como o exemplo das
borrifagdes no peri e intradomicilio e o uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas,
vém mostrando resultados significantes no emprego de métodos integrados no controle de
vetores (TADEI, 2001). Aliados ao fortalecimento dos sistemas de satide e informacao e de
parcerias com instituicdes governamentais e académicas, sdo decisivos na reducdo dos
riscos de epidemias de maléria e contribuem para a melhoria na qualidade de vida e do

meio ambiente.
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3. OBJETIVO GERAL

Estudar alguns aspectos da utilizagdo de Bacillus sphaericus como agente no
controle bioldgico de mosquitos vetores de doencas com grande importancia em saude
publica no Amazonas. Para atingir esse objetivo, este estudo foi dividido em trés capitulos:
no Capitulo I foi testada a toxicidade de vinte estirpes de B. sphaericus em larvas de A.
darlingi e C. quinquefasciatus, em condigdes de laboratério; no Capitulo II, foi realizada a
caracterizagdo molecular da toxina binaria em vinte estirpes de B. sphaericus; e no
Capitulo III foi descrito o crescimento microbiano da uma estirpe de B. sphaericus,
promissora para controle com base nos bioensaios de toxicidade, sendo, inclusive,

verificada a agdo toxica ao longo do processo de fermentagao.
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CAPITULO I. ACAO TOXICA DE ESTIRPES DE Bacillus sphaericus DA AMAZONIA EM

LARVAS DE Anopheles darlingi E Culex quinquefasciatus

1.1 INTRODUCAO

A prospec¢do de isolados virulentos ¢ uma das etapas mais importantes na
consolidacdo de um programa de controle de mosquitos por bactérias entomopatogénicas.
Por meio de bioensaios € possivel verificar o efeito do patdogeno sobre insetos-alvo e o grau
de toxicidade, assim, selecionar os mais promissores para a produgdo de inseticidas
bioldgicos.

O estudo da atividade larvicida em Bacillus sp. envolve diversos fatores tais
como: diferenca entre as estirpes, espectro de agdo, efeitos sobre a espécie-alvo e
influéncias do ambiente (ALVES 1998). Além destes, o tipo de bioensaio empregado
representa um grande obstaculo na comparagao dos resultados, pois a falta de padronizagao
dos testes pode acarretar conclusdes pouco confidveis (POLANCKYZIC, 2004).

No Brasil, atividades de prospeccdo de B. sphaericus nas diversas regides do pais
tém propiciado a descoberta de estirpes altamente toxicas (SCHENKEL e al. 1992,
VILARINHOS 1996, SILVA et al. 2002, LITAIFF & TADEI 2005), porém, pouco se
conhece sobre o potencial de isolados da Amazonia no controle dos vetores de
enfermidades como a maldria, que representa um grave problema social nessa regidao
(RODRIGUES et al. 1999, OLIVEIRA & RODRIGUES 2001, LITAIFF 2002).

Dentro do programa de controle de vetores de importancia em satde publica, o
grupo de pesquisa em controle bioldgico do Laboratorio de Vetores de Malaria e
Dengue/INPA  vem consolidando a construgdo de um banco de bactérias

entomopatogénicas. Esse banco constitui-se em uma ferramenta tecnologica no controle de
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vetores, a0 mesmo tempo em que possibilita estimar a biodiversidade dos microrganismos
da regido. Portanto, a realizagdo deste trabalho busca reunir informagdes sobre a atividade

larvicida de B. sphaericus, provenientes da regido Norte do Brasil em mosquitos vetores.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1 Constituir um banco de germoplasma de Bacillus sphaericus com agédo

entomopatogénica provenientes de diversas localidades da Amazonia;

1.2.2 Avaliar a toxicidade de Bacillus spahericus da Amazoénia em larvas de

Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus;

[.2.3 Determinar a poténcia das estirpes de Bacillus sphaericus em relacao a estirpe

padrdo 2362, visando selecionar a estirpe com maior toxicidade para

posterior producao de inseticidas biologicos.
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1.3 MATERIAL E METODOS
O isolamento de B. sphaericus e os experimentos de avaliagdo da atividade
larvicida foram realizados no Laboratério de Vetores de Malaria e Dengue, Coordenagao

de Pesquisas em Ciéncias da Satude - INPA.

1.3.1 ISOLAMENTO DE Bacillus sphaericus

As estirpes de B. sphaericus foram isoladas a partir de amostras de solo
provenientes de doze localidades do Amazonas. Estirpes oriundas de outros trés estados da
regido Norte foram obtidas no Banco de Germoplasma de Microrganismos
(CENARGEN/EMBRAPA), cedidas pela Dra. Rose Gomes Monnerat. As estirpes
estudadas estdo listadas na Tebela 1 e encontram-se depositadas na colecdo de
entomopatogenos do Laboratorio de Vetores de Malaria e Dengue/INPA. A estirpe 2362,
isolada na Nigéria (WEISER, 1984), foi utilizada como estirpe padrdo nos testes de
toxicidade.

O isolamento de B. sphaericus foi realizado segundo protocolo da OMS (WHO,
1985). Em cada amostra foi pesado um grama de solo, transferido para tubos estéreis
contendo 10mL de NaCl (0,85%) e homogeneizado durante cinco minutos. Em seguida, foi
submetido a choque térmico (80°C por 12 minutos e a 0°C por 5 minutos) para selecionar
as bactérias formadoras de esporos (TRAVERS et al. 1987). Procedeu-se as diluigdes
seriadas em solucdo salina (NaCl 0,85%) ¢ 1mL da diluicio 10 foi distribuida em Placas

de Petri contendo meio agar nutritivo, cuja composicao ¢ descrita a seguir:

g/L
Agar ... . 15,0
Peptona........ ... ... ... .. i 5,0
Extratodecarne . ......................... 3,0

Ajustado em pH 7,0 e autoclavado a 12001C por 20 minutos.
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As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a temperatura de 30°C por um
periodo de 48 horas. Apods o crescimento foram observadas caracteristicas morfologicas
das colonias e as selecionadas por caracteres de bacilos foram plaqueadas em meio seletivo
com penicilina G (100 mg.L™") e estreptomicina (25 mgL"') e mantidas em estufa
bacteriologica a 30 °C por 48h. Apods esse periodo, as colonicas de B. sphaericus foram
identificadas por crescimento diferencial nas placas com antibidtico e por observagdo em

imersdo em microscoOpio Optico de contraste de fase.

1.3.2 LIOFILIZACAO

As estirpes foram liofilizadas para posterior utilizagdo nos bioensaios. Aliquotas
de 1 mL da cultura com 12 horas de crescimento foram inoculadas em 20 mL de caldo
nutritivo ¢ mantidas em incubador rotativo a 30°C e 200rpm, por 24 horas.

Ap0s o crescimento, o caldo foi centrifugado a 12.000rpm durante 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso em agua destilada estéril. Esse
procedimento de lavagens sucessivas do meio de cultura foi realizado trés vezes e o
precipitado da tltima centrifugagdo foi congelado a -20°C por 12 horas. Ao final desse
periodo, o material foi submetido a desidratagdo a -51°C em liofilizador de alto vacuo
(Freeze Dryer Micro Modulyo — Edwards), ficando apenas o material s6lido contendo os
esporos. O produto foi transferido para um tubo de vidro e armazenado em dessecador com

silica-gel.

1.3.3 CRIACAO DE LARVAS DE A. darlingi E C. quinquefasciatus USADAS
NOS BIOENSAIOS
Os bioensaios foram realizados contra larvas de terceiro estadio de A. darlingi e

C. quinquefasciatus. As larvas foram criadas em insetario sob ambiente controlado com
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temperatura de 26 +2 °C, umidade relativa a 85% e fotofase de 12 horas, segundo
SCARPASSA & TADEI (1990).

Para obtengdo das larvas de C. quinquefasciatus foram mantidas col6nias da
espécie no insetario. Para A. darlingi houve a necessidade de coletar o mosquito adulto
pela dificuldade de manutengdo de colonias.

Coletas periodicas foram realizadas em Manaus e Coari — AM. Em campo, as
fémeas de anofelinos eram capturadas antes de realizarem o repasto sanguineo e no
laboratério eram alimentadas com sangue de Gallus gallus. As fémeas ingurgitadas eram
postas para desovar em copos individuais telados (Figura 3A), revestidos de papel-filtro

umedecido para evitar dessecagdo dos ovos e acomodadas em caixas de isopor.

Figura 3. A. Copos telados usados para coleta (maior) ¢ desovas (menores) ¢ B. cubas

esmaltadas para criagdo das larvas de mosquito.

Apos periodo de oviposi¢cdo, em média de trés a cinco dias, as desovas eram
transferidas para bandejas esmaltadas (Figura 3B) contendo 4gua potavel e alimento
(farinha de peixe e figado bovino 8:1). As bandejas recebiam numeragcdo do mosquito
correspondente, o qual era identificado em nivel de espécie usando a chave de

identificagdo de CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA (1994).
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A 4gua das bandejas era trocada a cada dois dias e acrescentada nova quantidade
do alimento. Esse procedimento foi repetido até as larvas atingirem o terceiro estadio,

quando eram utilizadas nos bioensaios.

1.3.4 BIOENSAIOS

Os bioensaios foram realizados segundo DULMAGE et al. (1990). Do bacilo
liofilizado obteve-se uma solugdo estoque de 50 partes por milhdo (ppm) e por dilui¢cdes
sucessivas sete doses finais: 1,0 ppm; 0,5 ppm; 0,25 ppm; 0,12 ppm; 0,06 ppm; 0,02 ppm e
0,01ppm.

Em cada tratamento foram montadas réplicas de cinco copos plasticos contendo
100 mL de 4gua destilada, 1 mL de alimento (item 1.3.3), 20 larvas de terceiro estadio e a
dose do bacilo (Figura 4). Foram montados copos controle nas mesmas condi¢des
anteriormente descritas, porém sem o tratamento com bacilo. Os bioensaios foram
realizados em triplicata montados em dias alternados (havendo em cada uma um grupo

controle), totalizando 300 larvas por dose.

Figura 4. Disposicéo dos copos plasticos durante um bioensaio.
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O monitoramento dos bioensaios foi realizado em intervalos de 24 e 48 horas apos
aplicacdo do bacilo com a contagem de larvas vivas e mortas. Observando que foram
considerados mortos os individuos que nao responderam com movimentos ao serem
tocados por um palito. Os bioensaios onde o grupo controle apresentou mortalidade
superior a 10% foram descartados. Naqueles em que a mortalidade atingiu valores acima
de 5% (e inferior a 10%) foram corrigidos com a formula de Abbott (FINNEY 1981).

Os dados de mortalidade das larvas foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade, utilizando-se o programa MINITAB.

A concentragdo letal mediana (CL50) e a poténcia relativa a estirpe 2362 foram
obtidas por anélise de Probit (FINNEY 1981), com auxilio do programa POLO-PC / LeOra

Software - 1987.

Os isolados mais potentes foram comparados com a estirpe padrdo em grau de
viruléncia por meio das retas de regressao linear. As retas foram construidas com base nos
valores de probit esperado a partir da equacdo de regressdo linear e do probit observado

obtido pela conversdo dos percentuais de mortalidade (FINNEY 1981).
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 ISOLAMENTO DE Bacillus sphaericus

Foram obtidos 12 isolados de Bacillus sphaericus das amostras de solo coletadas
no Amazonas (Tabela 1). Somando-se as oito estirpes cedidas pelo
CENARGEN/EMBRAPA e a estirpe padrdo 2362, totalizaram 21 estirpes estudadas nesse

trabalho.

1.4.2 ATIVIDADE LARVICIDA

Os resultados obtidos nos bioensaios com as 21 estirpes, em valores cumulativos
nas leituras de 24 e 48 apos a aplicagdao do bacilo, estdo representados de forma resumida
nas Tabelas 2 ¢ 3, em testes com larvas de A. darlingi e C. quinquefasciatus,
respectivamente. Somando-se os testes constantes destas duas Tabelas, foram utilizadas

100.800 larvas em todos os bioensaios realizados.

Maior percentual de mortalidade das larvas ocorreu nas primeiras 24 horas. Nos
testes com A. darlingi, os isolados mais efetivos foram IB15, com 1430 larvas mortas
(68,1%), S1116 com 1366 (65,0%) e IB19 com 1364 (64,9%) em 24 horas. Em 48 horas,
os resultados foram, respectivamente, 1485 larvas mortas (70,7%), 1428 larvas (68,2%) e
1432 larvas (68%). Menor efeito foi obtido com o isolado IB12, que mostrou apenas 604
larvas mortas em 48 horas, correspondendo ao percentual de apenas 28,8%. A estirpe
padrdo 2362 causou morte em 61,7% (1295 larvas) em 24 horas e 65% (1367 larvas) em 48

horas (Tabela 2).

Nos testes com C. quinquefasciatus (Tabela 3), os maiores valores de mortalidade

27



entre as larvas na leitura de 24 horas foram obtidos com as estirpes S1116 — 81,2% (1705
larvas mortas), S265 — 80% (1683 larvas), IB19 — 78,4% (1646 larvas), IB10 — 75,8%
(1593 larvas) e IB15 — 75% (1574). Em 48 horas, a mortalidade méaxima foi observada nas
larvas com a estirpe IB16 - 84,7% (1778 larvas mortas) ¢ S1116 — 84,1% (1767 larvas).
Nos bioensaios com 2362 o maior percentual de mortalidade foi 63,7% (1337) em 48

horas.
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Tabela 1. Estirpes de B. sphaericus isoladas em amostras de solos provenientes de diversas

localidades da regido Norte do Brasil.

ESTIRPE PROCEDENCIA ORIGEM
IBO5 Tarumazinho, Manaus — AM 1
IB07 Janauarilandia, Iranduba — AM 1
IB08 Coari — AM 1
1B09 Coari — AM 1
IB10 Tupé, Manaus — AM 1
IB11 Presidente Figueiredo — AM 1
IB12 Manaus - AM 1
IB15 Janauarilandia, Iranduba — AM 1
IB16 Manaus — AM 1
IB17 Manaus — AM 1
IB18 Presidente Figueiredo — AM 1
IB19 Tarumazinho, Manaus — AM 1
S265 Belém — PA 2
S323 Boa Vista— RR 2
S579 Boa Vista— RR 2
S589 Boa Vista— RR 2
S594 Boa Vista— RR 2
S662 Lagoa Cacoal Grande, Belém — PA 2
S841 Belém — PA 2

S1116 Itaubal — AP 2
2362 Nigéria 3
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Tabela 2. Mortalidade das larvas de Anopheles darlingi em valores cumulativos nos intervalos de 24 e 48 horas, observada nos bioensaios com Bacillus sphaericus.

LETURA ' DOSE* (pe)

EXTIRTE 24 HORAS
C L0 030 B D12 0,06 0. 0,01
BE 413
BOT  5(LT
BE 57
BEY 107

Bl 1{03)
IBl1l 20T
E12 5(1.M
E13 4(13})
IEl§ 5(1.M
E17 {1

E1Z  4{l3

14447

5(L7

5500 14047
5661 1B(6.0)
1
El11&

C = controle () = percentual de larvas mortas

ppm = parte por milhdo - =100% de mortalidade na leitura anterior
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Tabela 3. Mortalidade das larvas de Culex quingquefasciatus em valores cumulativos nos intervalos de 24 e 48 horas, observada nos bioensaios com Bacillus sphaericus.

LEITURA / DOSE* {ppm)

Esfirps 24 HOBRAS 48 HORAS

0,12

Bos 103 1B(ALY) 26 F.0) ) W(E®ED 10(0.0 WBED 0BG 1.0) ) BEESD MSELD A4(LY)
BO7T 600 280¢85.3) BT 30T LSE(EEOY 16T(5T OT(RLI OB o3 1 s1(83T NT(TLY

C = controle ()= percentual de larvas mortas
ppm = parte por milhdo - =100% de mortalidade na leitura anterior
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Considerando o numero de larvas mortas em valores ndo cumulativos nos dois
horarios de leitura, excluindo o grupo controle, 44.100 larvas foram testadas para cada uma
das espécies-alvo e o maior indice de mortalidade ocorreu nas primeiras 24 horas. Nos
bioensaios com A. darlingi foram obtidos 21.086 (47,81%) larvas mortas em 24 horas e
1.609 (3,65%) larvas mortas em 48 horas, nos experimentos com C. quinquefasciatus
obteve-se 27.661 (62,72%) e 1.780 (4,04%) larvas mortas em 24 ¢ 48 horas,

respectivamente (Figura 5).

m24h m48h
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@ 30.000 -
)
£
(%]
@
2
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A. darlingi C. quinquefasciatus

Espécies-alvo

Figura 5. Larvas mortas nos bioensaios com Bacillus sphaericus em 24 ¢ 48 horas de

contato, em valores cumulativos por espécie-alvo.

O desempenho de cada isolado, em valores ndo cumulativos nos intervalos de 24 e
48 horas esta representado na Figura 6. Cerca de 90% da mortalidade das larvas ocorreu
em 24 horas e entre os isolados observou-se maior susceptibilidade nas larvas de C.
quinquefasciatus, exceto nos bioensaios com B. sphaericus IB17 e S579 onde maior

susceptibilidade foi constatada em larvas de A. darlingi.
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Figura 6. Larvas mortas de Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus observadas nos bioensaios

com Bacillus sphaericus em valores ndo cumulativos nos intervalos de 24 e 48 horas.
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A hipotese de variacdes na efetividade dos isolados de B. sphaericus quanto a
mortalidade das larvas em diferentes intervalos de leitura foram examinadas
estatisticamente por meio da ANOVA, obtendo-se para a leitura de 24 horas, F = 316,47
(P<0,001) e para 48 horas, F = 299,58 (P<0,001). Como os valores de F foram altamente
significativos, rejeitando a hipdtese de homogeneidade nos resultados analisados,
procedeu-se a aplicagdo do teste de Tukey para comparagdo entre as médias de mortalidade
das larvas de A. darlingi e C. quingquefasciatus, nos bioensaios com B. sphaericus, Tabelas

4 e 5, respectivamente.

Os percentuais de mortalidade nas larvas de A. darlingi nos trés bioensaios com

B. sphaericus em 24 horas (Tabela 4), apontaram os isolados IB15, S1116 e IB19 (X =

65,8%) como os mais eficazes nos bioensaios com A. darlingi e os isolados IB16, S265,

S1116, IB10, IB15, IB12, S594, IB19, S580 e IB08 (X = 74,4%) foram os mais eficientes

nos testes com C. quinquefasciatus quando comparados com os resultados da estirpe

padrio 2362 (X = 61,6%) em valores estatisticamente significativos a 95% de
probabilidade. As estirpes com menor efetividade foram S579, IB18 e IB12, com

mortalidade média de 26,5% nos bioensaios com A. darlingi e os isolados IB18, IB17 ¢

S579 (X = 24,1%), nos testes com C. quinquefasciatus.

Em 48 horas (Tabela 5), destacaram-se com maior efetividade os isolados IB15,
IB19 e S1116 (X = 69,0%) e os isolados S579, IB11, IB18 e IB12 com menor percentual
de mortalidade (X = 31,6%) nos testes com A. darlingi. Nos experimentos com C.
quinquefasciatus, os maiores percentuais de mortalidade foram obtidos com os isolados
IB16, S1116, S265 e IB10 (X = 82,8%) e os menores com IB18, IB17 e S579 (X =

27,8%).
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Tabela 4. Mortalidade média das larvas de Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus em trés

bioensaios com Bacillus sphaericus apds 24 horas de contato.

ESTIRPE
IBI5
S1116
IB19
IB16
S265
S841
S594
S323
S662
S589
IB08
IB09
IB07
IB17
IB05
IB10
IBI11
S579
IB18
IB12
2362

Controle

MORTALIDADE %

A. darlingi ESTIRPE
67,42+1,98 aCD IB16
65,04 £0,46 aCD S265
64,95+0,22 aCD S1116
64,00 £ 0,50 ab CD IB10
61,19+£0,46 bD IBI5
56,57+0,14 cE IB12
56,37+ 1,30 cE S594
55,09+£1,05 cE IB19
53,81 +1,11 cE S580
50,47+ 1,41 dEF IBOS
4980+2,11 dEF S323
45,52 +£0,22 eF 1B09
41,04+ 1,15 fF 1B07
34,04£1,05 gG S841
33,28+£0,57 ¢gG IBOS
32,62+1,30 ghG S662
30,60 £0,54 h GH IB11
2728+1,25 iH IB18
26,33+0,95 iH IB17
2590+0,86 iH S579
61,66 0,30 bD 2362
1,19+043 gl Controle

médias nas colunas. Letras minusculas, comparagdes entre médias nas linhas.

C. quinquefasciatus

82,38 £ 1,90
80,14 + 1,00
76,86 + 8,67
75,86 +0,93
74,95 + 3,41
73,81 £ 0,42
72,19 + 2,49
70,24 + 1,54
69,81 + 1,41
68,24 + 0,58
66,00 + 0,50
63,76 £ 1,20
62,14 + 1,68
61,43 £ 0,50
61,00 + 1,31
59,72 £ 1,41
54,14 + 1,40
31,62 +£3,25
22,38 £ 0,46
18,33+ 1,72
59,72 £ 2,35

aA
aAB
a AB
ab AB
bB
bB
bc BC
bec BC
bec BC
cC
cd CD
cd CD
dD
dD
dD
dD
eE
fG
gH
gH
dD

1,70 £0,40 gl

Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Teste Tukey) (P>0,05). Letras maitsculas, comparacdes entre as
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Tabela 5. Mortalidade média das larvas de Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus em trés

bioensaios com Bacillus sphaericus apos 48 horas de contato.

ESTIRPE
IBI15
IB19

S1116
IB16
5265
S841
S594
S323
S662
IB08
S589
IB09
IB0O7
IB17
IBOS
IB10
S579
IBI11
IB18
IB12
2362

Controle

MORTALIDADE %

A. darlingi ESTIRPE
70,71 +£ 1,51 aBC IB16
68,19£1,25 abC S1116
68,14+ 1,75 abC S265
66,33 £1,51 abCD IB10
64,38+ 1,68 bCD IB15
60,95+ 1,08 bc CD IB12
59,67 +2,41 bcD IB19
58,71 £5,15 becD S323
56,90+ 1,66 ¢D S580
54,00 £0,94 cd DE 1B08
53,62+ 1,43 cd DE 1BO7
48,76 £ 091 dE S594
45,10+ 1,30 deE IBOS
39,47 £1,66 ¢EF 1B09
39,10+ 1,56 ¢ EF S841
36,05+1,36 eF S662
33,86 +2,62 efF IB11
33,72+£0,62 ef F IB18
30,19+ 1,03 fFG IB17
28,76 £1,92 G S579
65,09 £ 1,46 ab CD 2362
1,26 +0,58 gl Controle

médias nas colunas. Letras minusculas, comparagdes entre médias nas linhas.

C. quinquefasciatus

84,67 = 1,80
83,72+ 1,45
82,81 +2,80
80,00 + 0,51
77,90 £ 0,22
77,90 £ 073

78,38 = 1,03
74,29 + 0,85
74,09 + 3,43
73,76 £ 1,36
68,57 = 1,21
68,29 £ 0,14
67,33 £2,08
67,24 £ 0,79
64,81 = 0,87
64,38 + 1,46
59,90 + 2,70
37,33+ 1,05
26,43 £ 1,75
22,57+ 1,08
63,66 + 0,93

aA

ab A
ab A
ab AB
bB

bB

bB

bec BC
bc BC
¢ BC
cdC
cdC
cdC
cdC
dCD
dCD
dD

e EF
f GH
fH

dCD

1,75+0,58 gl

Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Teste Tukey) (P>0,05). Letras maitisculas, comparacdes entre as
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1.4.3 CONCENTRACAO LETAL MEDIANA

Os resultados nos bioensaios com A. darlingi (Tabela 6) e com C. quinquefasciatus
(Tabela 7) adequaram-se a analise de regressao linear e ao modelo Probit, pois atenderam
aos requisitos que exigem valor do teste t para o coeficiente angular superior, em modulo, a
1,96 (significativo a 5% de probabilidade) e y* calculado menor que 7 Tabelado (11,071 —

0,05 e 5 graus de liberdade) (HADDAD 1998).

Quanto a concentragdo letal mediana para controle de A. darlingi (Tabela 6), maior
efetividade foi observada com B. sphaericus IB15 (0,040ppm), S1116 ¢ IB19 (0,048ppm),
IB16 (0,052ppm) e S265 (0,057ppm), porém sem diferenga estatisticamente significativa a
0,05 com o resultado da estirpe 2362 (0,057ppm). Menor efeito foi verificado com IB18

(0,864ppm), IB12 (0,617ppm) e S579 (0,524ppm).

Na Tabela 7 constam os resultados da CL50 nos bioensaios com C.
quinquefasciatus. Os isolados IB16 (0,014ppm), S1116 (0,016ppm), S265, (0,017ppm)
IB10 (0,018ppm), IB19 (0,018ppm), IB12 (0,024ppm) e IB15 (0,025ppm) foram os mais
efetivos contra essa espécie de mosquito. Obteve-se CL50 de 0,065ppm com a estirpe
padrdo 2362. Os isolados S579 (1,89ppm), IB17 (0,96ppm) e IB18 (0,95ppm) mostraram

menor toxicidade.
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Tabela 6. Concentragdo letal mediana (CL50) de Bacillus sphaericus em larvas de Anopheles

darlingi.

ESTIRPE

IBI5
IB19

S1116
IB16
S265
S594
S841
S323
S662
S589
IB08
IB09
IB07
IB17
IB05
IB10
IB11
S579
IB12
IB18
2362

CL50 ppm

0,040
0,048

0,048
0,052
0,057
0,079
0,082
0,094
0,101
0,118
0,120
0,149
0,197
0,320
0,354
0,401
0,463
0,524
0,617
0,864
0,057

INTERVALO DE
CONFIANCA (0,05)

0,034 - 0,047
0,039 - 0,057

0,040 — 0,069
0,045 - 0,060
0,051 - 0,064
0,071 - 0,087
0,074 — 0,089
0,079 - 0,109
0,085 -0,116
0,106 - 0,130
0,096 — 0,147
0,135-0,164
0,179 -0,218
0,282 - 0,365
0,311 - 0,405
0,342 - 0,478
0,393 - 0,556
0,453 -0,616
0,527 -0,737
0,625 -1,312
0,047 - 0,069

Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

HOMOLOGIA  COEFICIENTE

A

AB

AB
AB

CDh
CD

DE

FG

FG

GH
GH

AB

+ Valor de % ndo significativo (P> 0,05) (3> calculado < x> Tabelado).

ANGULAR
1,771 £ 0,07

1,637 + 0,06

1,627 + 0,06
1,695 + 0,07
1,404 + 0,06
1,536 + 0,06
1,984 + 0,08
2,410 + 0,13
2,033 + 0,10
1,948 + 0,09
1,454 + 0,07
1,625 + 0,06
1,704 + 0,08
1,278 + 0,06
1,360 + 0,08
1,000 = 0,05
1,031 + 0,06
1,223 + 0,07
1,208 + 0,08
0,858 = 0,06
1,480 = 0,06

pous
6,487
8,535

6,642
5,413
2,574
1,325
1,995
7,516
5,991
4,048
8,470
3,493
1,554
1,450
1,439
4,384
4,512
3,222
2,139
5,712
8,084
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Tabela 7. Concentragdo letal mediana (CL50) de Bacillus sphaericus em larvas de Culex

quinquefasciatus.

ESTIRPE

IB16
S1116
S265
IB10
IB19
IB12
IBI15
S323
S662
S589
IBO8
S594
IBO7
IB09
IBOS
S841
IB11
IB18
IB17
S579
2362

CL50 ppm

0,014
0,016
0,017
0,018
0,018
0,024
0,025
0,030
0,028
0,032
0,038
0,049
0,052
0,052
0,053
0,059
0,084
0,952
0,960
1,899
0,065

INTERVALO DE
CONFIANCA (0,05)

0,012 -0,016
0,014 -0,018
0,014 -0,019
0,014 - 0,021
0,014 - 0,022
0,021 - 0,028
0,020 - 0,030
0,026 - 0,033
0,025 - 0,031
0,027 - 0,036
0,034 — 0,042
0,044 — 0,053
0,044 - 0,059
0,046 — 0,059
0,046 — 0,060
0,053 - 0,066
0,073 - 0,097
0,584 - 1,930
0,670 — 1,605
1,387 - 2,850
0,059 -0,072

Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

HOMOLOGIA  COEFICIENTE

A

A

A
AB

>
vs)

O m @ m g o000 ww w w wm

+ Valor de % ndo significativo (P> 0,05) (3> calculado < > Tabelado).

ANGULAR
1,588 + 0,08
1,680 + 0,08
1,576 + 0,08
1,117 + 0,06
1,441 + 0,07
1,360 + 0,06
1,616 + 0,07
1,561 + 0,07
1,583 + 0,06
1,309 + 0,06
1,559 + 0,06
2,060 + 0,08
1,130 + 0,05
1,835 + 0,07
1,114 + 0,05
1,557 £ 0,06
1,012 + 0,05
0,568 + 0,05
1,046 + 0,08
0,895 + 0,07
1,564 + 0,07

i
3,023
2,548
1,851
1,887
6,297
2,332
7,945
3.470
2,026
3,348
1,992
2,552
1,527
5,681
4,022
1,984
1,141
6,209
9,570
4,926
2,984
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1.4.4 POTENCIA RELATIVA

A poténcia dos isolados de B. sphaericus estimada em relagdo a estirpe 2362 esta
representada na Tabela 8. Com A. darlingi quatro isolados apresentaram atividade superior
a estirpe padrdo: IB15 (1,515) cerca de 50%, S1116 (1,244) e IB19 (1,238) 24% ¢ IB16
15% (1,156). Nos bioensaios contra C. quinquefasciatus, maior poténcia em relacdo a
padrdo foi verificada em 17 isolados, sendo IB16 (4,75), S1116 (4,231), S265 (3,878),

IB19 (3,435) cerca de trés a quatro vezes superiores.

Os isolados IB15, IB19 e S1116 foram comparados em grau de viruléncia com a
estirpe padrao 2362 em testes de igualdade e paralelismo entre as retas de regressdo linear
(Tabela 9). Quanto aos testes de igualdade entre os coeficientes angulares e lineares, os trés
isolados apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagdao a 2362.

Graficamente, comparagdes entre os isolados IB15, IB19 e S1116 com a estirpe
2362 e entre cada uma estdo representadas na Figura 7, cujos valores de probit observado e
esperado constam na Tabela 10. As retas paralelas confirmam a semelhanga qualitativa
entre a dose efetiva das estirpes, porém quantitativamente distintas. Os isolados IB15, IB16
e S1116 mostraram-se mais eficazes que a estirpe padrao 2362 (Figura 7A,C,E). IB15 foi,
ainda, mais efetiva que IB19 e S1116 (Figura 7B.F) e, estes dois ultimos, apresentaram a

mesma toxicidade confirmada nas retas coincidentes (Figura 7D).
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Tabela 8. Poténcia de isolados de Bacillus sphaericus da Amazdnia em relagdo a estirpe padrdo

2362.

ESTIRPE

IBI15
S1116
IB19
IB16
S265
S841
S594
S323
S662
S589
IBO8
IB09
IB07
IB17
IBOS
IB10
IBI11
S579
IB12
IB18

POTENCIA RELATIVA
A. darlingi ESTIRPE C. quinquefasciatus
1,515 (1,207 - 1,906) aC IB16 4,750 (4,081 - 5,553) aA
1,244 (1,024 - 1,512) aC S1116 4,231 (3,648 - 4,925) aA
1,238 (1,008 - 1,523) aC S265 3,878 (3,339-4,519) aA
1,156 (0,942 - 1,420) aD IB19 3,435 (2,891 - 4,102) abAB
0,980 (0,829 - 1,160) abD IB10 2,910 (2,108 - 4,083) abAB
0,756 (0,570 - 1,000) bD IB15 2,640 (2,289 - 3,052) bB
0,737 (0,640 - 0,849) bD IB12 2,484 (2,093 - 2,957) bB
0,690 (0,465 - 1,020) abcCDE S662 2,368 (2,056 - 2,732) bB
0,620 (0,461 - 0,831) bcDE $323 2,185 (1,895 - 2,524) beBC
0,519 (0,395 -0,679) beE S589 1,891 (1,538 -2,333) bcBC
0,477 (0,390 - 0,582) bcE 1B08 1,711 (1,488 - 1,970) cC
0,391 (0,326 - 0,466) cE S594 1,453 (1,143 - 1,849) cC
0,296 (0,245 - 0,356) cE 1B09 1,303 (1,087 - 1,564) cC
0,182 (0,147 - 0,223) dF 1B07 1,110 (0,812 -1,521) cdCD
0,164 (0,136 - 0,195) dF S841 1,100 (0,957 - 1,263) dD
0,156 (0,099 - 0,233) deF 1B05 1,081 (0,767 - 1,526) cdCD
0,137 (0,089 - 0,202) deF IB11 0,690 (0,454 - 1,038) dD
0,116 (0,089 - 0,149) deF IB18 0,130 (0,037 -0,327) eE
0,101 (0,077 - 0,129) eFG IB17 0,088 (0,056 - 0,130) deF
0,091 (0,048 - 0,154) deFG S579 0,060 (0,033 - 0,099) eG

Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (P>0,05).
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Tabela 9. Resultado dos testes de paralelismo e igualdade entre trés isolados de B. sphaericus em

relacdo a estirpe padrao 2362.

N N IGUALDADE
ESTIRPE EQUACAO DE REGRESSAO )
x (gl 2) p
IB15 y = 7,466 + 1,771 * log x 4499  0,000%
IB19 y=7,157 + 1,637 * log x 12,06  0,002%
S1116 y=7,148 + 1,627 * log x 12,02 0,002%

*Estatisticamente significativo (P <0,01).

PARALELISMO

well) P
10,26 0,051
3,14 0,076
2,77 0,096
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Tabela 10. Valores de probit esperado e observado obtidos nos bioensaios da atividade de Bacillus sphaericus em Anopheles darlingi.

DOSE IB15 IB19 S1116 2362

(ppm) ESPERADO  OBSERVADO ESPERADO  OBSERVADO ESPERADO  OBSERVADO ESPERADO  OBSERVADO
0,01 4,31 3,96 4,12 4,03 3,89 4,00 3,85 3,96
0,02 4,67 4,53 4,67 4,44 4,49 4,44 4,34 4,39
0,06 5,30 5,23 5,16 5,09 5,16 5,13 4,82 5,07
0,12 5,83 5,91 5,65 5,60 5,65 5,65 5,35 5,32
0,25 6,38 6,45 6,17 6,11 6,17 6,09 5,82 5,98
0,50 6,93 6,75 6,66 6,75 6,66 6,64 6,33 6,4

1,00 7,47 8,72 7,16 8,72 7,15 8,72 6,84 7,12
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Figura 7. Regressdo linear dose-probit da mortalidade das larvas de Anopheles darlingi nos
bioensaios com Bacillus sphaericus IB15, IB19, S1116 e 2362. (reta: probit calculado, pontos:

probit observado).
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1.5 DISCUSSAO

O uso intensivo de produtos quimicos para controle de insetos ao longo dos anos
evidencia o impacto negativo desse método, principalmente nos sérios danos ao meio
ambiente e surgimento de resisténcia em populagdes de mosquitos (PIMENTAL 1992).
Em contrapartida, o emprego de bactérias entomopatogénicas vem consolidando-se como
adjuvante em métodos integrados no controle de vetores (BECKER 1997, HABIB &

ANDRADE 1986, TADEI & RODRIGUES 1998).

1.5.1 ATIVIDADE LARVICIDA

Os resultados obtidos nos bioensaios com B. sphaericus da Amazonia apontaram
maior efeito nas primeiras 24 horas, tanto nas larvas de A. darlingi como em C.
quinquefasciatus, com registro médio de 90% da mortalidade total.

Em larvas aquaticas a rdpida mortalidade, entre vinte minutos a trés horas, nas
espécies mais susceptiveis ao bacilo deve-se, em grande parte, ao colapso no sistema
nervoso culminando com paralisia muscular, levando a perda da capacidade de flutuacdo e
a asfixia acaba sendo a principal causa de morte, do que propriamente os efeitos da
sucessiva destrui¢do tecidual (HABIB 1983).

Durante a realizacdo de bioensaios devem ser adotados critérios rigorosos que
permitam conclusdes confidveis sobre a toxicidade do isolado. HABIB & ANDRADE
(1998) salientam a sensibilidade natural entre os estadios larvais como um dos fatores de
grande influéncia nos resultados.

A susceptibilidade intra-especifica em larvas de mosquito as bactérias
entomopatogénicas ¢ atribuida a diversos fatores como: tempo do desenvolvimento larval,

a condicdo nutricional e a atividade alimentar (LACEY & SINGER 1982,
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BHUMIRATANA 1990). De acordo com MULLA (1990), larvas de 2° estadio no género
Anopheles sdo até cinco vezes mais sensiveis ao bacilo que larvas de 4° estadio. Em
Anopheles sp. RODRIGUES (1996) verificou menor susceptibilidade em A. nuneztovari,
seguida por A. darlingi com diferenga de até duas vezes para A. braziliensis em testes com
larvas de terceiro estadio tratadas com 2362. Portanto, larvas entre o 3° e inicio de 4°
estadios sdo consideradas ideais em bioensaios de atividade larvicida, para espécies de
Anopheles.

Neste trabalho, verificou-se atividade larvicida em todos os vinte isolados
testados, porém em niveis diferenciados de toxicidade nas duas espécies-alvo. Nos testes
com A. darlingi apenas IB15 mostrou alta toxicidade (superior a 70%), doze isolados
apresentaram média toxicidade (30 e 70%) e sete com baixa toxicidade (inferior a 30%).
Em C. quinquefasciatus dez isolados apresentaram alta toxicidade, sete com toxicidade
média e trés com baixa toxicidade.

C. quinquefasciatus foi o mais susceptivel atingindo 66,76%, contra 51,46% em
testes com A. darlingi. Esse resultado esta de acordo com estudos anteriores que apontaram
grande susceptibilidade de Culex sp. ao B. sphaericus (SINGER 1980, YOUSTEN 1984,
MULLA et al. 1986). O isolado IB16 foi o de maior percentual em C. quinquefasciatus
(84,67%) e IB15 em A. darlingi (70,13%). Nao houve diferenga estatisticamente
significativa nos resultados de B. sphaericus 2362 nas duas espécies-alvo.

MONNERAT et al. (2004) selecionaram 246 estirpes nas diversas regides do
Brasil e nos testes de patogenicidade 87 causaram mortalidade superior a 50% em C.
guinquefasciatus, sendo 18 com ag¢ao também em A. aegypti.

Segundo DAVIDSON (1989) a agdo da toxina em insetos poderia ser explicada
pela afinidade entre determinadas espécies e as toxinas. Essa suposi¢ao foi confirmada por

NIELSEN-LEROUX & CHARLES (1992) com a descri¢do de receptores de membrana
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presentes no epitélio intestinal de C. quinquefasciatus. SILVA-FILHA et al. (1997)
verificaram auséncia desses receptores em A. aegypti. Os receptores de membrana e a
interacdo com a toxina contribuem para elucidar o modo de ag¢do do bacilo e os
mecanismos de resisténcia em mosquitos. Assim, a auséncia de receptor de membrana no

epitélio intestinal podera causar menor eficiéncia das toxinas do bacilo.

1.5.2 CONCENTRACAO LETAL MEDIANA

Os testes de patogenicidade entre novos isolados sdo requisitos fundamentais na
selecdo estirpes promissoras para producdo de biolarvicidas e estimativa de viruléncia em
produtos comerciais. De acordo com BECKER (2003), a eficacia avaliada por bioensaios
em laboratério permite determinar a dose minima efetiva do bacilo, um parametro para
posterior uso em campo.

Nos ensaios realizados com larvas de C. quinquefasciatus onze isolados, com
CL50 entre 0,014 e 0,038 ppm, foram significantemente mais eficientes em relagao aos
resultados obtidos com 2362 (0,065 ppm). Em bioensaios com A. darlingi apenas o isolado
IB15 (0,040 ppm) foi mais efetivo que a estirpe padrdo 2362 (0,057 ppm).

Resultados semelhantes foram descritos em LACEY & SINGER (1982) nos
testes com B. sphaericus 2013-4 e 2013-6. Esses autores obtiveram CL50 igual a 0,0187 ¢
0,0168 ppm em larvas de A. albimanus e CL50 igual a 0,0527 ¢ 0,0558 ppm em A.

guadrimaculatus.

1.5.3 POTENCIA RELATIVA

Entre as duas espécies-alvo, dezesseis isolados apresentaram poténcia superior
em comparagao com a estirpe 2362. Nos bioensaios com A. darlingi B. sphaericus IB15 foi

50% mais efetivo que a padrdo, seguido por S1116 e IB19 cerca de 20% superiores. Em
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larvas de C. quinguefasciatus os isolados IB16, S1116, S265 ¢ IB19 foram de duas a

quatro vezes mais potentes.

RODRIGUES et al. (1998) apontaram as estirpes S20, S46, S2 e S4 com poténcia
entre quatro e cinco vezes maiores em relagdo a 2362, em bioensaios com A. nuneztovari e
A. darlingi. Ainda em A. nuneztovari LITAIFF et al. (2000) obtiveram quatro isolados

mais potentes que a estirpe padrao, sendo S14 seis vezes mais potente.

No Brasil, diversos isolados provenientes de todas as regides do pais tém
mostrado grande potencial para uso em biolarvicidas, porém, devido a diferencas na
metodologia empregada nos bioensaios, os resultados ndo podem ser comparados com o

presente trabalho (SILVA et al. 2002, LITAIFF 2002).

A partir dos resultados de CL50, o isolado IB15 foi comparado com a estirpe
2362. Analisando as retas de Probit verificou-se que os isolados formaram retas paralelas
entre si, indicando que sdo qualitativamente idénticas, mas quantitativamente diferentes, ou
seja, ¢ necessaria menor dose de IB15 para matar 50% da populagao-alvo. Portanto, B.
sphaericus IB15 foi selecionado para ensaios de crescimento microbiano (Capitulo III).

Os estudos realizados apontam isolados da Amazdnia com grande potencial no
controle de mosquitos vetores de doengas, sendo uma alternativa e/ou acdo complementar

nas estratégias de controle na regido.
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CAPITULO IlI. SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO NA ANALISE DA
TOXICIDADE EM ESTIRPES DE Bacillus sphaericus DA
AMAZONIA

I1.1 INTRODUCAO

Algumas estirpes do B. sphaericus possuem atividade entomopatogénica ¢ vém
sendo empregados no controle de mosquitos vetores de doengas, nos programas de saude
publica (BECKER 1997, TADEI et al. 2002).

A atividade entomopatogénica dessa espécie de bactéria ¢ devida a agdo de uma
toxina binaria, composta por duas proteinas homodlogas BinA (42kDa) e BinB (51kDa). A
toxina bindria ¢ produzida no inicio da fase de esporulacdo e forma um cristal protéico com
as subunidades de 42 kDa (BinA) e 51 kDa (BinB). Além da toxina binaria, algumas
estirpes produzem toxinas mosquitocidas, também chamadas de MTX. Essas, por sua vez,
sdo sintetizadas durante a fase exponencial do crescimento vegetativo (BAUMANN et al.
1991, CHARLES et al. 1996).

H4 um consideravel interesse biotecnologico na prospeccao de estirpes toxicas,
com vistas a producdo de bioinseticidas. Segundo DIAS (1992) e SILVA et al. (2002) as
estirpes entomopatogénicas oriundas de locais de ocorréncia natural dos vetores, poderiam
ser mais bem adaptadas as condi¢des ambientais onde fossem empregadas, além de
possibilitar a descoberta de novas toxinas.

Com o aperfeicoamento dos métodos moleculares de investigacdo, tem sido
possivel superar as dificuldades de identificacdo encontradas nos métodos de analises
microscopicas tradicionais, bem como aqueles relacionados com a sensibilidade de
diagnostico em pequenas quantidades de DNA presente nas amostras. Com o surgimento
da técnica de Reac¢do em Cadeia da Polimerase - PCR (SAIKI et al. 1988) passou a ser
possivel amplificar milhares de vezes uma molécula-alvo de DNA, em uma reagdo
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enzimatica através de sucessivos ciclos.

Os genes Bin que codificam as toxinas binarias sdo altamente conservados entre
estirpes nos diferentes sorotipos e grupos fagos (HUMPHREY & BERRY 1998). Segundo
PRIEST et al. (1997), portanto, a analise de seqiiéncias de nucleotideos das toxinas
inseticidas ¢ importante para entender a importancia da relagdo estrutura-funcdo nas

toxinas de B. sphaericus.
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11.2 OBJETIVOS

I1.2.1 Desenhar oligonucleotideos especificos para amplificagdo conjunta dos

genes da toxina binaria em B. sphaericus;

I1.2.2 Diagnosticar, por técnica molecular de PCR, genes da toxina binéria e

MTXI1 em estirpes de B. sphaericus da Amazonia;

I1.2.3 Analisar variacdes nas sequéncias do gene da toxina binaria e a correlagdo

com a toxicidade em estirpes de B. sphaericus da Amazonia em larvas de

A. darlingi.
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11.3 MATERIAIS E METODOS
As atividades de caracterizacdo molecular foram realizadas no Laboratorio de
Vetores de Malaria e Dengue e o sequenciamento do DNA no Laboratério Tematico de

Biologia Molecular — INPA.

11.3.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Foram utilizadas vinte estirpes de B. sphaericus obtidas de amostras de solos de
localidades da Amazodnia listadas na Tabela 1. As estirpes foram mantidas em meio
NYSM, cuja composigdo esta detalhada no Capitulo III (3.2.1).

Inicialmente, uma aliquota de 50pL da suspensdo bacteriana de 10°%cel.mL™ foi
transferida para frascos Erlemeyer contendo 20mL de caldo NYSM, mantidos por 12 horas
a 30°C e agitacdo constante de 200rpm em incubador rotativo.

O DNA foi extraido conforme OTSUKI et al. (1997), com modificagdes na qual
20mL do caldo de cultura foi centrifugado a 6.000rpm por dois minutos e o precipitado foi

utilizado para a extracdo do DNA.

11.3.2 QUANTIFICACAO DE DNA

Ao final da extracdo, a integridade e concentragdo de DNA foi estimada por meio
de eletroforese em gel de agarose 0,8%, conduzida em tampao TBE 0,5X a 100V durante
60 minutos. O gel de agarose foi corado em brometo de etidio (0,5pg.mL™"), e analisado em
transiluminador sob luz UV, e fotodocumentados em TLC Documentation (VILBER
LOURMAT) e as imagens geradas com auxilio do programa PhotoCapt MW 11.01.

Apbs a quantificacio do DNA, as amostras foram padronizadas para uma

concentragdo final de 50ng. Por fim, o material foi estocado a -20°C.
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11.3.3 DESENHO E ESCOLHA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

INICIADORES

A partir do alinhamento de quatro seqiiéncias de B. sphaericus disponiveis no
GenBank foi desenhado um par de oligonucleotideos iniciadores para amplificar a toxina
bindria. As sequéncias utilizadas foram: BinB: estirpe 2297 (ntimeros de acesso AJ224477
e AJ224478), BinA: estirpe LP1-G (numero de acesso Y13320) e estirpe 9002 (ntimero de
acesso Y13319). Com auxilio do programa BIOEDIT V. 7.0 (HALL 1999) as sequéncias
foram alinhadas e foi obtida uma Unica sequéncia consenso. Posteriormente, com auxilio
do programa Primer 3 (ROZEN & SKALETSKY 2000) foi realizada uma busca online
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) pelo melhor conjunto de
iniciadores.

A ilustragcdo grafica do posicionamento dos oligonucleotideos e as sequéncias
utilizadas estdo descritas na Figura 8 para o gene da toxina binaria, com tamanho estimado
da regido amplificada de 1082pb correspondente as regides codificadoras dos genes BinB e

BinA, bem como uma regido intergénica, com tamanho de 173pb.

BluB-F 1412 Blnd-F 2422

il 1842 2014 3126

BinBl (1347 ph) Bina (1113pk)

BinB-F 5> AGACGATTTTGGCATGCTTT 3’.
BinA-R 5’ TCTGGAAGTGAAGGCAAGGT 3’

Figura 8. Esquema representativo do posicionamento dos oligonucleotideos

iniciadores para amplificagdo da toxina binaria (BinA, BinB).
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Os oligonucleotideos do gene da toxina MTX1 utilizados foram descritos por
OTSUKI et al. (1997), cuja posicdo estd esquematizada na Figura 9 que corresponde ao

fragmento do gene da toxina mosquitocida MTX1 com tamanho de 691pb.

MT00.1 601 MTXT 1008 1292

r A
] [

1 1613
MTA1 2613l

MTX1 100.1 5> CCAGGGGGAATTCGTC 3°
MTX1 100.2 5 GAGCTACTGTTCTCAC 3’

Figura 9. Esquema representativo do posicionamento dos
oligonucleotideos iniciadores para amplificagdo do gene da toxina
MTX1.

11.3.4 CONDICOES DA PCR

As amostras foram preparadas para um volume de reacdo final de 25uL
constituido por tampao de enzima (Invitrogen) 10X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8,3,
0,1% Triton X100), 2,5mM de MgCl,, ImM de dNTP, 10pmol de cada iniciador, 1U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 20ng do DNA de cada amostra. Em todos os lotes de
amplificacdo foi utilizado um controle negativo, no qual foi adicionada agua Milli-Q
autoclavada em substituicdo ao DNA e como controle positivo, o DNA de B. sphaericus
estirpe padrao 2362.

As amplificagdes foram conduzidas no termociclador Mastercycler Gradiente
(Eppendorf), programado com o seguinte perfil de temperatura: uma etapa inicial de 92°C
por 1 minuto; 40 ciclos constituidos por uma fase de desnatura¢do a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 74°C por 40 segundos e de extensdao a 58°C por 1 minuto; uma etapa final de

72°C por 2 minutos.
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Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
0,8%, utilizando tampao TBE 0,5X. A corrente elétrica aplicada foi de 100 V por 1 hora. O
gel de agarose foi corado em brometo de etidio (0,5 pg.mL™). Os fragmentos amplificados
foram visualizados em transiluminador por incidéncia de luz UV, e fotodocumentadas em
aparelho TLC Documentation (VILBER LOURMAT).

Como referéncia para o céalculo do tamanho dos fragmentos, utilizou-se o
marcador de 1Kb Ladder (GIBCO/BRL). Apés padronizagdo, foram realizadas trés
amplifica¢des para cada par de oligonucleotideo com o intuito gerar volume suficiente para

proceder a reacdo de sequenciamento.

11.3.5 REACOES DE PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o kit GFX PCR DNA
(Amersham Biosciences), antes de serem submetidos ao sequenciamento, seguindo-se as
especificagdes do fabricante.

Uma aliquota de tampdo TE foi incubada & temperatura de 70°C. Adicionou-se
28mL de etanol em 11mL do tampao de lavagem (H2). Em seguida, acrescentou-se 400uL
da solugdo ligante (H1) ao PCR de cada amostra, homogeneizando-se completamente.
Colocou-se o cartucho com membrana dentro de um microtubo de 2mL, pos-se o PCR
neste cartucho e centrifugou-se por 1 minuto a 12.000g, descartando a solugdo do
microtubo. O cartucho foi recolocado com a membrana no microtubo de 2mL. A seguir foi
adicionado 700pL de tampao da solugdo H2 no cartucho com a membrana. Centrifugou-se
por 1 minuto a 12.000g, descartando a solucdo do microtubo, repetindo-se esse
procedimento. O cartucho contendo a membrana foi colocado em um outro microtubo de
1,5mL acrescentando-se 50puL de tampdo TE a 70°C, diretamente no centro do cartucho

com a membrana. Deixou-se a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugou-se a
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12.000g por 2 minutos. O produto da PCR purificado DNA foi estocado a -20°C.

11.3.6 REACOES DE SEQUENCIAMENTO

Apbs a purificagdo, procedeu-se ao sequenciamento do DNA utilizando-se o kit
DYEnamic™ ET Terminator (Amersham Biosciences), com 0os mesmos oligonucleotideos
utilizados nas reacdes de amplificacdo. Cada reacao de sequenciamento foi realizada em
um volume total de 10uL, correspondente a 4ul. do produto de PCR purificado, 2uL. da
mistura de reagentes do kit DYEnamic™ ET Terminator, 1uL do oligonucleotideo e 3pL
de 4gua Milli-Q autoclavada. A reacdo foi conduzida no termociclador Mastercycler
Graddient (Eppendorf), programado para um perfil de amplificagdo de 30 ciclos de 20
segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 80 segundos a 60°C e um ciclo final de cinco
minutos a 4°C.

Apods a reacdo, o DNA foi precipitado em tampdo de acetato de s6dio/EDTA
(Acetato de sédio 1,5M pH>8,0 e 250mM EDTA) e etanol 95% conforme recomendagdes
do fabricante e ressuspenso em tampao de formamida. Em seguida, as amostras foram
submetidas a eletroforese por capilaridade em um seqiienciador automatico
MEGABACE/1000 — DNA Analysis System DNA com o perfil de injegdo de amostras de

2Kv por 60 segundos ¢ eletroforese de 6Kv por 230 minutos.

11.3.7 ANALISES

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas com auxilio do programas Sequence
Analyser (Amersham Biosciences). O cromatograma obtido foi exportado para o programa
BioEdit. A homologia das sequéncias (5" e 3") da toxina bindria foi averiguada com auxilio
da sub-rotina BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) implementada no programa

BioEdit. Uma vez checada a homologia das sequéncias, cada cromatograma foi editado e o
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produto final foi salvo no formato FASTA para posterior alinhamento. O Alinhamento
final das sequéncias foi obtido com auxilio da sub-rotina Clustal X (THOMPSON et al.
1998) também disponivel no programa BioEdit. O Imput file foi transferido para o
programa MEGA v 3.1 (KUMAR et al. 2004), onde foram obtidos o niimero de sitios
conservados e variaveis, as distdncias genéticas e as relagdes evolutivas entre as estirpes,
estimadas através do método de agrupamentos vizinhos (Neighbour-Joining) (SAITOU &
NEI 1987), com o emprego do modelo evolutivo Kimura-2-Parametros.

Na andlise de agrupamentos vizinhos foram incluidas as seqiiéncias do gene da

toxina bindaria das estirpes de B. sphaericus 2297, LP1-G e 9002.
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1.4 RESULTADOS

11.4.1 TOXICIDADE E AMPLIFICAGAO GENICA

O novo par de oligonucleotideos descrito neste trabalho mostrou-se bastante
eficiente (100%) para promover a amplificagdo conjunta dos genes BinA e BinB. Em todos
os isolados amplificados foram obtidos produtos de aproximadamente 1000pb, ndo tendo
sido observado polimorfismos quanto ao tamanho dos fragmentos (Figura 10).

Por outro lado, em relagdo a toxina MTX1, nem todos os isolados proporcionaram
amplificacdes de DNA. Mais de 70% das estirpes amplificaram com sucesso fragmentos de
700pb (IBO7, IB09, IB10, IB11, IB15, IB16, IB18, S265, S323, S579, S594, S662, S841,
S1116 e 2362), enquanto que o restante (IBO5, IB0OS, IB12, IB17, IB19 e S589) nao o foi,
conforme ilustrado na Figura 11.

Analisando-se a toxicidade com a amplificacdo ou ndo dos produtos génicos da
toxina bindria e mosquitocida MTX1 (Tabela 11), pdde—se observar que ndo houve

nenhuma correlagdo direta, conforme os dados apresentados.

11.4.2 COMPOSICAO NUCLEOTIDICA

A composicao média dos nucleotideos obtida no sequenciamento da toxina bindria
de B. sphaericus da Amazonia esta listada na Tabela 12. Obteve-se uma propor¢do média
de: 31,4% de timina (T), 31,2% de adenina (A), 18,2% de citosina (c) e 19,2% de guanina

(G), sendo verificado uma tendéncia para A-T a C-G.
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1500pb
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600pb

100pb

Figura 10. Produto da amplificagdo do DNA dos genes da toxina binaria (BinA e BinB) em
estirpes de B. sphaericus. 1. Marcador DNA 1kb Ladder, 2. controle negativo, 3. controle
positivo 2362, 4. IB15, 5. IB16, 6. IB19, 7. S265, 8. S1116, 9. IB07, 10. IB0S, 11. IB09, 12.
S323, 13. S662, 14. S841, 15. IB10, 16. S589, 17. IB0S, 18. IB11, 19. IB18, 20. IB12, 21.
IB17, 22. S579. 23. S594. 24. Marcador DNA 1kb Ladder.

1 2 8,4 5 6 7,8 9 10,11 12,13 14 15,16,17,18,19 20 21322 23 24

1500pb

600pb

feidtiiiin e
RN LLULULE |

100pb

Figura 11. Produto da amplificagdo do DNA dos genes da toxina mosquitocida MTX1 em
estirpes de B. sphaericus. 1. Marcador DNA 1kb Ladder, 2. controle negativo, 3. controle
positivo 2362, 4. IB15, 5. IB16, 6. IB19, 7. S265, 8. S1116, 9. IB07, 10. IBOS8, 11. IB09, 12.
S323, 13. S662, 14. S841, 15. IB10, 16. S589, 17. IB0S, 18. IB11, 19. IB18§, 20. IB12, 21.
1B17, 22. S579. 23. 2362. 24. Marcador DNA 1kb Ladder.
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Tabela 11. Amplificagdes obtidas dos genes das toxinas bindria (BinA e BinB) e mosquitocida
(MTX1) em estirpes de B. sphaericus procedentes de diversas localidades da Amazonia por meio
da técnica de PCR.

. TOXINA
ESTIRPE PROCEDENCIA TOXICIDADE*
BinA BinB MTXI
IB15 Janauarilandia — AM + + + 1
IB16 Manaus - AM + + + 1
IB19 Tarumazinho — AM + + - 1
S265 Belém — PA + + + 1
S1116 Itaubal — AP + + + 1
1BO7 Janauarilandia — AM + + + 2
1B08 Coari — AM + + - 2
1B09 Coari — AM + + + 2
S323 Boa Vista — RR + + + 2
S589 Boa Vista— RR + + - 2
S662 Lagoa Cacoal Grande — PA + + + 2
S841 Belém — PA + + + 2
S594 Boa Vista — RR + + + 2
IB05 Tarumazinho — AM + + - 3
IB10 Tupé — AM + + + 3
IB11 Presidente Figueiredo — AM + + + 3
IB12 Manaus - AM + + - 3
IB17 Manaus - AM + + - 3
IB18 Presidente Figueiredo — AM + + + 3
S579 Boa Vista— RR + + + 3
2362 Nigéria (padrao) + + + 1

* Conforme resultados obtidos nos bioensaios com larvas de A. darlingi, apés 24h da aplicagdo do bacilo.
1 — Toxicidade alta, 2 — Toxicidade média e 3 — toxicidade baixa.
+ = Produto de PCR amplificado; - = auséncia de amplificagdo.
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Tabela 12. Composicdo média de nucleotideos de um fragmento de 173pb da toxina BinA em

diversas estirpes de B. sphaericus. (A = adenina, T = timina, C = citosina, G = guanina).

ESTIRPE T% C% A% G%
IBOS 31,5 18,2 31,2 19,2

1B07 31,3 17,9 313 19,5

IB08 31,7 17,9 31,2 19,2

1B09 31,3 19,4 30,1 19,1

IB10 31,6 18,1 31,3 19,1

IB11 31,6 18,1 31,3 19,1

IB12 29,1 19,9 29,6 21,4

IB15 31,8 18,1 31,0 19,1

IB16 31,4 18,0 31,4 19,1

IB17 31,7 18,2 31,2 18,9

IB18 31,8 18,1 31,0 19,1

IB19 31,5 18,7 30,7 19,1

S1116 31,6 18,1 31,3 19,1

3265 28.5 19,8 30,9 20,8

$323 30,3 19,1 31,4 19,1

579 31,0 18,1 31,6 19,3

589 31,6 18,1 31,1 19,1

S662 31,6 18,1 31,3 19,1

S841 31,6 18,1 31,3 19,1

2362 (padrio) 31,6 18,1 313 19,1
2297 (BSP224477)* 31,6 18,1 31,3 19,1
2297 (BSP224478)* 32,3 17,6 31,6 18,6
LP1-G (BSY13320)* 31,8 17,8 31,6 18,8
9002 (BSY13319) * 31,6 17,8 31,6 19,1
MEDIA 31,4 18,2 31,2 19,2

* Sequéncias obtidas no GenBank
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11.4.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DA TOXINA BINARIA DE B.

sphaericus DA AMAZONIA

O sequenciamento molecular foi realizado apenas para as regioes da toxina
binaria. Contudo, devido ao produto sequenciado nio ter sido de igual qualidade em todas
as estirpes, foi analisada apenas parte da regido do gene BinA, o que correspondeu a 393
nucleotideos (Figura 12) ou 131 aminodcidos com 16 sitios polimorficos (Figura 13).

Apos o alinhamento das sequéncias foram observados 23 sitios varidveis nas
sequéncias de nucleotideos, dos quais apenas quatro foram informativos para analise de
parcimoOnia (nt28, nt332, nt333 e nt356).

Dez haplotipos foram observados, dos quais o haplotipo 1 foi o mais comum
agrupando as estirpes 2362, IB08, IB10, IB11, S1116, S323, S589, S662, S841 ¢ IB17. O
haplétipo 2 agregando IB15 e IB18. As demais estirpes apresentaram-se como sequéncias
unicas, sendo o haplotipo 3 representado por IB07, haplotipo 4 por IBOS, haplotipo 5 por
IB16, haplotipo 6 por S579, haplotipo 7 por IB09, haplétipo 8 por IB12, haplotipo 9 por
S265 e haplotipo 10 por IB19 (Figura 12). Observando que nos haplotipos 7, 8, 9 e 10, as
variag0es iniciais encontradas podem ser artefatos da técnica devido a qualidade do
sequenciamento. Porém, optou-se por inclui-los na andlise devido a toxicidade diferenciada
observada nas estirpes (ver Capitulo I).

Os nucleotideos e aminoacidos variantes nas estirpes de B. sphaericus da
Amazodnia foram comparados com sequéncias de quatro estirpes Tipo depositadas no
Genbank (IAB59 — Tipo 1, 2362 — Tipo 2, 2297 — Tipo 3 e LP1-G — Tipo 4) (Tabela 13).
As estirpes agrupadas no haplotipo 1 apresentaram similaridade de 100% com a sequéncia
Tipo 2 (2362). As demais estirpes mostraram-se como nove Tipos distintos entre si € com
os Tipos 1, 3 ou 4.

Os 16 sitios polimoérficos observados nas sequéncias de aminoacidos resultaram
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em 19 aminodcidos variantes, distintos aos descritos nas estirpes Tipo 1, 2, 3 e 4. As
estirpes IB09 (Tipo 9 — Phe aa54, Pro aa68, His aalll, Thr aall6 e Gly aall9) e IB12
(Tipo 10 — Arg aa68, Ile aa69, Tyr aa72, Asn aall7 e Gly aal19) foram as mais variaveis
com cinco aminoacidos variantes cada, seguida da IB16 (Tipo 7) com quatro aminoacidos
variantes, Leu aal0, Val aal4, Tyr aa22 e Lys aal10.

A distancia genética média foi de 1,2% considerando-se todas as estirpes (Figura
14). Porém ao serem retiradas da analise as estirpes IB09, IB12, IB19, S265 e S323, as
quais possuiam sequéncias menores devido a qualidade do produto sequenciado, este valor
caiu pela metade.

A maior distancia genética observada entre as estirpes 2297 (BSP224478) e IB12
(7,1%) pode ser o reflexo da qualidade do sequenciamento, conforme podem ser
visualizados no cladograma de agrupamentos de vizinhos (Neighbor-Joining), utilizando a
matriz de distancias genéticas segundo o modelo Kimura-2-pardmetros (Figura 15). As
sequéncias nao foram efetivas para estabelecer a relacdo entre distancia genética e

toxicidade ou mesmo entre distancia genética e local de origem das estirpes.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
2297 BSP224477* ATGAGAAATT TGGATTTTAT TGATTCTTTT ATACCCACAG AAGGAAAGTA CATTCGCGTT ATGGATTTTT ATAATAGCGA GTATCCTTTC TGTATACATG
2207 BSP22AATE* . .ot e e e e i .
LPLG BSYL3320% .o e e e e e e e e e i
9002 BSYL13310% ot e e e e e e e e s
2362 e e e i
IBOB e e e i S
IBLO e e e i
IBLL e e i
SIIL6 e e i
$323 e e e e i
LT 1
SBB2 e e e i
SBAL e e e i
IBL7 e e i i
IBL5 e e e s
IBL8 e e e i
IBO7 e e e L
IBO5 e e e [T S
IB16 e e . A . Teo.o.. e .. S S
S570 e e i L A e e [T
IB12 e e e e
S265 e
IB1O e e e
IBO9 e e e e e i

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
2297_BSP224477* CACCCTCAGC CCCTAATGGG GATATCATGA CAGAAATCTG TAGCAGAGAA AATAATCAAT ATTTTATTTT TTTTCCTACT GATGATGGTC GAGTAATTAT
2297_BSP224478* . ... e aaaa T e i e L
LP1G_BSY13320* ... i i iiaae e T e e e L
9002 _BSY13310% L e e e e e e e aaae e eaae e M eeeeemee e e e eeeaaee e eeeaaa mmeaaaan
2]
IBOB L. .. 2 e e e e ee e eeeemeeeee meeeeaeeee mmemmeaaas e eemeeeeean eeeeeaann-
= O
=
S 1 0 5
S G 7
S589 e e e e e e e e eeeeae e eeeaaa mmmeeeee eemeeeen eeeeeaana-
SB62 et e e i e eeem e meeeeaaae e eemeaas mmeeeeaa memmeeeeee eeeeemeaee meeeeaaean meeeeeaaan
I < 7
= e e
=
=
IBOY Ll e e eee e eaae e aaa 2 e e e e e e e eeeeeaen e emmaaaaa-
IBOS e e e e e e e e eaaaas e ean e e it e eeeeaeaaa-
= A 2 e i e eieaaaas
o
IB12 = = eeeeemmmee e e e e e e memmmmee e e e e
S265 =00 e e e e e e e e .
IB1I9 = e e e e e e e A e e
IBO9 e il e aaaa 2 e e aan P e T e e ieiee e
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210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
2297_BSP224477* TGCAAATAGG CATAATGGGT CCGTTTTTAC CGGAGAAGCC ACAAGTGTAG TATCAGATAT CTATACTGGT AGCCCATTAC AGTTTTTTAG AGAGGTCAAA

2297_BSP224478% L L . e e eaaae e T o i e e e eeeaaae eeaaaaa R

LP1G_BSY13320* ...t it e mmeeaaaa- L G el e

9002 _BSY13310% L e e e e eeee e mmaaas e maaaa eeemmemmee meaaaeeees mmmaaaaaan mmemeaaaaa memmeaaaaa

221

=0

= O

=

S1116 e e e e e eeeeaee e meaaae e eememeeeea meeememeee mmeeeeaaae meeemeaae memeeaaaan

I G 7

S8 i e e e e e eeeee e maaaaa e eeeemeeeaa meaaaeeees mmmaaeaaas meeeeaaaaas meeeeaaaan

SB62 i e e e e e eeeee e maaaa e maaaa eeemmmmeee meeaaeeees mmmaaaaaan mmmmeaaaaa memmeaaaaa

S 7

=

=

IBL8 e i e e e e eeeeaae e ameaae e eeeemmeeee mmeeeeeaae meemeeaaae mmmmeaaaaa

O 2 e et e

IBOS i i e e e e e e eaeaae e mamaaaa s eeeeemeeee mmeaaaeaae meeeaaaaaas eeemeaaaan

=

1= 4

1B12 L

S265 e e ie eee e e e meeeeaaae m e eemeaaa e eeeeaa meemeeeeee eeeeameeen meeeeeaean meeeeaaan

IBLO e e e e e e e e e e e e e aae e eea e e e e e eeeeae e e aaaaa meeaaan

1B09 O
310 320 330 340 350 360 370 380 390 393

2297_BSP224477* AGAACTATGG CAACTTATTA TTTAGCGATA CAAAATCCTG AATCCGCAAC AGATGTGAGA GCTCTAGAAC CGCATTCCCA TGAGCTGCCA TCT

2297_BSP224478* .. ....... T o e e e e eeeaas e emaaa s B .

LP1G_BSY13320* ......... T o e e e e eeeaas e emaaa s B .

9002_BSY13319*  .......... A e e e e e e e e e eee e e eea e e eeeeee e meeaaaa- .-

22 .-

IBO8 e e e e e eeeemeee e e eeeaae mmeeemaaae meeeeeeeae meeeemeeee mmeeeeaaa- R

= R

= R

S1116 i e e e maaaaaas e mmaaae s eaeeeeeees meeeeeaaes meeemaaaas meeeaaaaan .

G 7 .

S8 i e e e e e e aaae e meaaa eeeeemmeee M meeeaaaan memmaaaas mmmmaaaaaa .

SB62 i e e e e e aaaee e maaaa e eeeeemmeee mmaaaaamen mmmmaaaaaas mmmmaaaaan .

S 7 .-

IB17 e et e B e eT e emseessaas masssseces seaseesmae mmsammaans memmaaaman .-

IB1S e e e O .-

IB18 e e e O .-

O .

IBOS5 e i e B e e et e e eeeeeeeee e eeeaaaaas meeeamaaaas meeeaaaaan .

IB16 e i eeeeaaa- A i e e eeaaae eemeaaaan ? e P oan

1< 4 .

IB12 e it e R G.AC....G.... ...... et e .-

S265 e e e eeeeeaaas T .-

IB19 e e e U R

IBO9 e e e S O e AATLL Ll L R

Figura 12. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene BinA de diferentes estirpes de B. sphaericus. ? (nucleotideo nio
determinado), *obtidas no GenBank.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

2297_BSP224477* MRNLDFIDSF I1PTEGKYIRV MDFYNSEYPF CIHAPSAPNG DIMTEICSRE NNQYFIFFPT DDGRVIIANR HNGSVFTGEA TSVVSDIYTG SPLQFFREVK
2297 _BSP 22447 8™ L i e e e aaa e aaa e e e e maaaaaes e mmaaaaa s eeemmemean maaaaaa- F.
I N = R 115G 1 5 0 Lo Sl
9002 _BSY13300% L e e e e e e aaae e eae e M eeeeemee e e e eeeaeae e eemeaaa meaaaan
2]
IBO8 il il aa.. P e e 2 e e e et e heeeeeeees e meeeeaae memeaeaae meeeeaaaan
=
=
L1 0 I
§323 e f e e e eee e e eeeeaae mmeeeaaaes e aaaeeaa memeeeemaas meeeaaesea meeaeeeaae meeeemeeen eeemeaaaan
S589 e e e i e e e mmaaae e 2 e e e et e e ee e e e eeaaaaen memaaaaaan
SB62 e e e i e eeee e meeeeaaae e eemeaaa meeeeeaa memmeeeeee eeeeameaee meeeaeaean meeeeaaan
LSS 7
U e e eee memeeeeeee eeeaeeas meeeeaaaa-
=
IBL8 e i e e h e e eeeeeee e eaaaaas e eeeeeeeaaa seeeaeeeee mmmaaaaaan - P
iBOY ... Vo e e eeeeas P e 2 e e e e eeee e eeaae e eeaaeaaaa-
IBOS L. Voo b e e e 2 e e e et e e eeeaean meeaaaaaa-
IB16 ....... T e e e e e maeaae eeaaaaa
S579 il e L T
] = et e e LTt o
§265 =0 e e e e e e Vo e e e
IB19 = e e e e e S
IBOO = e f e meeee emmeeeeaaa o aaaa P B P i i

110 120 131
2297_BSP224477 RTMATYYLAI QNPESATDVR ALEPHSHELPS
2297_BSP224478 B oo Nl
LP1G_BSY13320 B R |
9002_BSY13319 N
2362 e e eeeee e
IBO8 e e e
IB10 e i et e
=
S1116 i e eeeeen e meaaaaaa-
S323 e e e eeaaaaas
S589 e i e
S662 e e eeeeeaeaaan
S841 e e e eeeaaaaa-
IB17 ... e e
IB15 ... L el
IB18 ... L el
IBO7 e it e
IBOS ... et e
IB16 o ..... K ooieaas ool ?..7.
S579 e i e
IB12 ... H.o.... N.G. ..?2........
S265 0 ... P
IB19 ... o
iIBOO ... P

Figura 13. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina BinA de B. sphaericus da Amazonia. *Sequéncias obtidas no GenBank.



Tabela 13. Comparagéo entre sequéncias da toxina BinA de espécies Tipo de Bacillus sphaericus.

POSICAO NUCLEOTIDEOS E AMINOACIDOS
1AB59* 2362%* 2297* LP1-G* 1B05 1B07 IB16 S589 1B09 IB12 IB19 S265 IB15
NUCLEOTIDEO AMINOACIDO TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 TIPO 4 TIPO 5 TIPO 6 TIPO 7 TIPO 8 TIPO9 TIPO10 TIPO11 TIPO12 TIPO 13
sk *%k%k
2042 10 T Phe T Phe T Phe T Phe G Vval G Vval T Leu T Phe - - - - T Phe
2044 10 T Phe T Phe T Phe T Phe T Val T Val A Leu T Phe - - - - T Phe
2055 14 A Glu A Glu A Glu A Glu A Glu A Glu T Val A Glu - - - - A Glu
2077 21 G Met G Met G Met G Met T lle G Met G Met G Met G Met - - - G Met
2078 22 G Asp G Asp G Asp G Asp G Asp G Asp T Tyr G Asp G Asp - - - G Asp
2084 24 T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr A Asn T Tyr - - - T Tyr
2101 29 T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile Glle T Ile - - T Ile
2139 42 Clle Clle T Ile T Ile Clle Clle Clle Clle Clle - - Clle
2169 52 T Asn T Asn C Asn C Asn C Asn C Asn C Asn C Asn C Asn - - - C Asn
2175 54 A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr T Phe - A Tyr - A Tyr
2181 56 T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile - A Asn - T Ile
2202 63 G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly - G Gly T Val G Gly
2216 68 G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala C Pro A Arg G Ala G Ala G Ala
2217 68 C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Pro G Arg C Ala C Ala C Ala
2220 69 A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn T lle A Asn A Asn A Asn
2228 72 A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn T Tyr A Asn A Asn A Asn
2253 80 C Ala C Ala T Ala T Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala
2291 93 T Leu T Leu T Leu C Ser T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu
2308 99 G Val G Val T Phe G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val
2323 104 G Glu G Ala T Ser T Ser G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala
2324 104 A Glu CAla C Ser C Ser G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala
2343 110 T Ile TIle T Ile TlIle TlIle T Ile A Lys T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile
2346 111 A GIn A GIn A GIn A GIn A GIn A Gln A GIn A GIn A His A His A His A His T Leu
2347 111 A GIn A GIn A GIn A GIn A GIn A GIn A GIn A GIn C His T His T His T His A Leu
2359 115 C Ser C Ser C Ser C Ser C Ser C Ser C Ser C Ser A Ser C Ser C Ser C Ser C Ser
2360 116 G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala A Thr G Ala G Ala G Ala G Ala
2362 116 A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala TThr G Ala A Ala A Ala A Ala
2364 117 C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr A Asn C Thr C Thr C Thr
2365 117 A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr C Asn A Thr A Thr A Thr
2370 119 T Val T Val T Val T Val T Val T Val T Val T Val G Gly G Gly T Val T Val T Val

*Sequéncias disponiveis no GenBank. **Incluindo as estirpes: IB08, IB10, IB11, S1116, S323, S589, S662, S841 ¢ IB17. ***Incluindo a estirpe IB18.

— Naio determinado.

Letras em negrito: variagdes nas sequéncias de nucleotideos e aminoacidos. Letras sublinhadas: variantes descritas em BAUMANN et al. (1988) e HUMPHREY & BERRY (1998).
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1
2 0,027
3 0,005
4 0,021
5 0,021
6 0,021
7 0,021
8 0,021
9 0,054
10 0,021
11 0,021
12 0,071
13 0,027
14 0,027
15 0,021
16 0,027
17 0,027
18 0,021
19 0,027
20 0,021
21 0,021
22 0,021
23 0,021
24 0,021

0,021
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,038
0,005
0,005
0,054
0,011
0,011
0,005
0,011
0,011
0,005
0,011
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005

0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,049
0,016
0,016
0,066
0,021
0,021
0,016
0,021
0,021
0,016
0,021
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016

0,000
0,000
0,000
0,000
0,032
0,000
0,000
0,049
0,005
0,005
0,000
0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,032
0,000
0,000
0,049
0,005
0,005
0,000
0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,032
0,000
0,000
0,049
0,005
0,005
0,000
0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,032
0,000
0,000
0,049
0,005
0,005
0,000
0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,032
0,000
0,000
0,049
0,005
0,005
0,000
0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,032
0,032
0,054
0,038
0,038
0,032
0,038
0,032
0,032
0,032
0,032
0,032
0,032
0,032
0,032

10

0,000
0,049
0,005
0,005
0,000
0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

11

0,049
0,005
0,005
0,000
0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

12

0,054
0,054
0,049
0,054
0,043
0,049
0,043
0,049
0,049
0,049
0,049
0,049

13

0,011
0,005
0,000
0,011
0,005
0,011
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005

14

0,005
0,011
0,011
0,005
0,011
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005

15

0,005
0,005
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

16

0,011
0,005
0,011
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005

17

0,005
0,000
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005

18

0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

19 20 21 22 23

0,005

0,005 0,000

0,005 0,000 0,000

0,005 0,000 0,000 0,000

0,005 0,000 0,000 0,000 0,000

Figura 14. Matriz de distancias genéticas entre estirpes de B. sphaericus, considerando sequéncias de 393pb da toxina BinA. 1. BSP224478 (2297), 2. BSY13319
(9002), 3. BSY13320 (LP1-G), 4. BSP224477 (2297), 5. 2362, 6. IB05, 7. IB07, 8. IB08, 9. IB09, 10. IB10, 11. IB11, 12. IB12, 13. IB15, 14. IB16, 15. IB17, 16.
IB18, 17. IB19, 18. S1116, 19. S265, 20. S323, 21. S579, 22. S589, 23. S662, 24. S841.
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2297 BSP224478
LP1G BSY13320

96

B17

31116

IB10

35589

8579

2297 BSP224477

9002 B5Y13319

IBO8
IBOS

IB16

$323

S662

62 451{ IB15
IB18

IB11

89 5841

2362

IBO7

» S265

J_{IB'IQ

IB0O9
IB12

0.005

Figura 15. Cladograma obtido pelo método de agrupamentos vizinhos (Neighbor-Joining) a partir
de sequéncias de 393 nucleotideos da toxina BinA de B. sphaericus, segundo o modelo Kimura-2-

pardmetros. Os niimeros acima dos ramos correspondem aos valores de Bootstrap superior a 50.
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11.5 DISCUSSAO

Vinte ¢ uma estirpes entomopatogénicas de B. sphaericus de diversas localidades
da Amazonia foram selecionadas no presente estudo. Os testes de toxicidade realizados
com larvas de A. darlingi resultaram em seis estirpes (30%) com alta toxicidade, sete
estirpes (35%) com média toxicidade e sete estirpes (35%) com baixa toxicidade. Esses
resultados concordam com estudos anteriores que apontam variagdes no nivel de
toxicidade entre as estirpes de B. sphaericus (SCHENKEL et al. 1992, RODRIGUES et al.
1999, LITAIFF 2002 e SILVA et al. 2002).

No presente trabalho, os oligonucleotideos BinB-F e BinA-R mostraram
eficiéncia para diagnosticar com sucesso a toxina bindria em B. sphaericus. Com o
desenvolvimento dos marcadores moleculares, a investigacdo de substancias de interesse
biotecnoldgico ¢ realizada de forma mais rdpida e precisa em relagdo aos métodos
tradicionais como sorologia dos antigenos flagelares (De BARJAC et al. 1980) e
sensibilidade aos grupos fago (YOUSTEN et al. 1980).

Em 100% das estirpes estudadas procedentes da Amazonia foram obtidas
amplificagdes para o gene da toxina binaria. SILVA et al. (1999), observaram presenga em
apenas 83% estirpes de B. sphaericus oriundas das diferentes regides do Brasil, utilizando-
se técnica de NESTED-PCR. PRIEST et al. (1997) relataram auséncia da toxina binaria
entre estirpes pertencentes aos sorotipos 2a,2b; 9a,9b; 26a,26b.

Ambas as proteinas sdo requeridas para a toxicidade em larvas de mosquitos e a
taxa equimolar destas produz a maior atividade larvicida (BROADWELL et al. 1990),
embora BinA isoladamente tenha apresentado toxicidade em larvas de mosquitos tratadas
com uma estirpe recombinante de B. thuringiensis no estudo realizado por NICOLAS et al.

(1993).
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Em todo o mundo, sdo conhecidas apenas quatro grupos de sequéncias variantes
nos genes codificadores da toxina bindria, representadas por IAB59 (Tipo 1), 2362 (Tipo
2), 2297 (Tipo 3) e LP-1G (Tipo 4), com cinco ou seis aminodcidos potencialmente
variantes nas sequéncias de BinA e BinB (BAUMANN et al. 1989, BERRY et al. 1989,
LIU et al. 1993).

No presente trabalho, as sequéncias agrupadas no haplotipo 1 mostraram
similaridade genética de 100% com a sequéncia Tipo 2, representada pela estirpe 2362
(BAUMANN et al. 1989). Segundo a classificacdo de De BARJAC (1980), essa estirpe
pertence ao sorotipo H5a,5b, no qual estdo agrupadas um grande niimero de B. sphaericus
que apresentam alta atividade larvicida. No entanto, apesar da similaridade, ndo foi
observada correlagdo com o nivel de toxicidade das estirpes, uma vez que esse haplétipo
agrupou tanto estirpes de alta, como média e baixa toxicidade, conforme verificado na
Tabela 12. O haplétipo 2 agrupou estirpes que foram, respectivamente, a alta (IB15) e de
baixa (IB18) toxicidade nos testes com A. darlingi.

A identificagdo com a estirpe tipo 2 poderia sugerir semelhanca quanto sorotipo e
se caso confirmado, concordaria com resultados de SCHENKEL et al. (1992), os quais
obtiveram exclusivamente o sorotipo H5 na caracterizacdo sorologica de estirpes de B.
sphaericus oriundas de amostras de solo nas diversas regides do Brasil e de SILVA et al.
(1999), com predominancia do sorotipo H5a,5b e, ainda, foram detectados os sorotipos
H9a,9b, H2a,2b e H6.

HUMPREHYS & BERRY (1998) e SILVA-FILHA et al. (2005) ressaltam a
importancia do estudo de polimorfismos nas toxinas inseticidas como base para desvendar
a relagdo da estrutura ¢ os mecanismos de agdo das toxinas inseticidas, bem como o
fendmeno de resisténcia natural.

Dentre os vinte e trés sitios polimorficos observados nas sequéncias de BinA,

apenas quatro mostraram ser informativos para a analise de parcimonia, os quais estao nas
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posigdes 28, 332, 333 e 356. A andlise de maxima parcimonia percorre um caminho menos
tortuoso na reconstrucao de arvores filogenéticas, ou seja, que abrangem o maior nimero
de observacdes relacionadas a um determinado fendmeno, evitando-se a probabilidade de
erro associado as explicagdes mais complexas durante analises de seqiiéncias moleculares
(SCHNEIDER, 2003).

Analisando-se os resultados de distdncia genética entre as estirpes de B.
sphaericus da Amazonia, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo entre as variagdes
nas seqiiéncias da toxina BinA com a toxicidade em larvas de A. darlingi, uma vez que
estirpes com alta e baixa toxicidades mostraram elevada similaridade genética, como
verificado entre IB15 e IB18.

Essas estirpes diferenciaram-se das seqiiéncias Tipo 2 em apenas dois
aminoacidos (Asn aa52 e Leu aalll). Cinco aminoacidos variantes foram verificados nas
estirpes IB09 e IB12 que apresentaram, respectivamente, média e baixa toxicidade em
larvas de mosquito. A acdo de outras toxinas, além da toxina bindaria, poderia explicar a
atividade larvicida, visto que em IB09 foi detectada a presen¢a da toxina MTX1, enquanto
que esta foi ausente em IB12.

Mudancas em apenas um aminoacido podem alterar a toxicidade em B.
sphaericus, como descreveram YUAN et al. (2001). A substituigdo de uma Serina (posi¢do
93) por uma Leucina na estirpe LP1-G (variante BinA4), alterou a toxicidade em larvas de
C. pipiens, passando de ndo-toxica para um nivel altamente ativo, comparado ao da estirpe
1593 (SINGER 1981, BERRY et al. 1993). ELANGOVAN et al. (2000) verificaram que
mutacoes nos residuos de arginina C-terminal na posi¢cdo 312, influenciaram diretamente
na diminuicao da atividade larvicida da estirpe 1593 (variante BinA2).

A atividade do gene da toxina MTXI1 foi detectada em 83% das estirpes,
ocorrendo de forma aleatéria entre estirpes que apresentaram baixa, média e alta

toxicidade, da mesma forma que os resultados observados por SILVA et al. (1999), os
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quais verificaram presenca da toxina MTX1 em 90% das estirpes de B. sphaericus
caracterizadas com o uso de marcadores moleculares de DNA.

Embora a toxina MTX1 (100kDa) seja o principal componente ativo em muitas
estirpes de baixa toxicidade, ¢, ainda, amplamente distribuida entre muitas estirpes de alta
toxicidade (THANABALU et al. 1991, LIU et al. 1993). Da mesma forma que as toxinas
VIPs (vegetative insecticidal toxin) de B. thuringiensis, as toxinas MTX sao produzidas
durante a fase vegetativa do crescimento microbiano, porém sio instaveis em B. sphaericus
¢ nos organismos-alvo, sendo degradada pela agdo de serina-proteases (WATI et al. 1997,
SILVA-FILHA et al. 2005). Entretanto, uma forma recombinante da proteina MTX1 de
97kDa (faltando o peptideo sinal) expressa em E. coli, mostrou toxicidade estavel
(THANABALU et al. 1991, PARTRIDGE & BERRY 2002).

As bactérias entomopatogénicas utilizam uma grande variedade de toxinas para
auxilid-los a invadir, infectar e até matar os organismos-alvo através da acdo no intestino
do inseto. De acordo com De MAAGD et al. (2003), as toxinas inseticidas descenderiam
de um tnico dobramento ou de combinagdes entre os dominios das toxinas conhecidas,
sugerindo origem evolutiva comum.

O principal fator do espectro de agdo em organismos-alvo ¢ a presenca das toxinas
nos cristais parasporais que abrangem diversas estruturas, algumas das quais limitadas a
uma ou em diversas espécies. A maior variedade é encontrada em B. thuringiensis nas
toxinas codificadas pelos genes Cry.

A prospeccao dessas toxinas demonstra que esses cristais se dividem em grupos
distintos de homologia (CRICKMORE 2003). Sao conhecidos mais de 30 diferentes tipos
basicos de genes Cry com mais de 100 subtipos com diversas especificidades de agao.
Alguns subtipos sdo encontrados em espécies de outros géneros como Penibacillus
popilliae (Cry18) (ZHANG et al. 1997) e Clostridium bifermentans (Cryl6 e Cryl7)

(BARLOY et al. 1996).
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Muitas teorias sdo apresentadas sobre a origem das toxinas inseticidas em
bactérias, principalmente sobre a comum evolucdo das toxinas inseticidas. Essa hipotese ¢
reforgada pela homologia observada, por exemplo, com a toxina Cry (Cry35 e Cry36) de B.
thuringiensis e a toxina binaria de B. sphaericus e, de modo semelhante a essa, é ativa
apenas em conjunto com a toxina Cry34 (ELLIS et al. 2002).

Um fator chave no emprego do controle biologico de mosquitos ¢ a
susceptibilidade entre as espécies-alvo. Atualmente, os estudos estdo voltados para o
mecanismo de agdo dos componentes das toxinas e no fendmeno da resisténcia natural
entre espécies de mosquito. Apesar das B. sphaericus apresentar um espectro de agéo
reduzido frente as espécies de B. thuringiensis, por exemplo, os estudos revelam que
mecanismo de ligacdo no intestino da larva ocorre de forma semelhante. No entanto, os
sitios de ligacdo intestinal sdo diferenciados (ROMAO et al. 2005). Recentemente,
SILVA-FILHA (2005) demonstraram que a resisténcia natural ndo esta relacionada a
alteragdes no sitio de ligacdo, mas sim a mutagdes que provocam falhas na expressao de
proteinas das ancoras GPI (Glicosil-fostatidilinositol), que liga a toxina ao epitélio
intestinal da larva.

Apesar de ndo estar completamente elucidado o papel das toxinas inseticidas, os
resultados apontam que as toxinas e demais fatores de viruléncia nas espécies
entomopatogénicas servem como auxiliares na invasdo de espécies hospedeiras e, com

isso, possibilitam a colonizagao de diversos nichos ecologicos.
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CAPITULO I1l. PARAMETROS DE CRESCIMENTO MICROBIANO DE Bacillus

sphaericus PARA PRODUCAO DE BIOINSETICIDA

I11.1 INTRODUCAO

O controle microbiano de insetos-praga ¢ de crucial importancia, pois 0 uso
abusivo de inseticidas quimicos vem causando sérios impactos negativos ao meio ambiente
e a saude humana (PIMENTAL 1992). Embora os bioinseticidas sejam eficientes no
controle de vetores, seu uso ainda ¢ bastante limitado com excecdo da China, onde ¢
largamente produzido e utilizado (DULMAGE 1993).

O alto custo de produgdo em relagdo aos inseticidas quimicos, a especificidade de
acao e a baixa persisténcia do efeito larvicida em campo sdo alguns dos fatores que limitam
o uso de inseticidas biologicos (CAPALBO et al 2001; DIAS 1992). Porém, quanto a
persisténcia em campo, o B. sphaericus possui uma vantagem frente a outras bactérias
entomopatogénicas pela capacidade de reciclagem natural com a utilizacdo das larvas
mortas como substrato de crescimento (CORREA & YOUSTEN 1995).

Além da busca por estirpes altamente tdxicas, hd um consideravel interesse na
estabilidade nas condi¢cdes de producdo de biomassa com atividade larvicida e com a
melhoria do processo fermentativo durante a produgdo de bioinseticidas (MORAES et al.
2005).

Portanto, como passos iniciais para a producdo de um biolarvicida a partir de
estirpes isoladas na Amazdnia, foram desenvolvidos experimentos para analisar o
crescimento microbiano de B. sphaericus IB15 em meio NYSM (MYERS & YOUSTEN
1978) e a atividade larvicida em C. quinquefasciatus por meio do tempo letal mediano

(TL50) ao longo do processo fermentativo.
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I11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o crescimento de B. sphaericus IB15 ¢ 2362 em meio NYSM,
quanto aos parametros de numero de células produzidas, concentragdo de

biomassa seca e formag¢ao de esporos em funcao do tempo de fermentacao;
e Determinar a acgdo toxica de B. sphaericus IB15 ¢ 2632 em larvas de C.

quinquefasciatus por meio de testes de tempo letal mediano (TL50), ao longo

do processo de fermentagao.

76



111.3 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de crescimento microbiano foram realizados no Laboratorio de Vetores
de Malaria e Dengue, Coordenagdo de Pesquisas em Ciéncias da Satde - INPA e no
Laboratorio de Microbiologia, do Curso de Farmdacia da Universidade Federal do

Amazonas.

111.3.1 SELECAO DA BACTERIA ENTOMOPATOGENICA

A estirpe B. sphaericus IB15 descrita no Capitulo 1 foi selecionada para estudo de
crescimento microbiano por sua elevada atividade larvicida contra C. quinquefasciatus e A.
darlingi. Para efeito de comparagdo utilizou-se a estirpe 2362 como padrio.

As estirpes usadas neste estudo foram mantidas em refrigerador a temperatura de
4 a 8°C em agar nutritivo, sendo repicadas a cada trés meses, testando-se a viabilidade e

pureza das mesmas antes dos ensaios de produ¢ao de B. sphaericus.

111.3.2 PROCESSO FERMENTATIVO

111.3.2.1 MEIO DE FERMENTACAO

Utilizou-se o0 NYSM (MYERS & YOUSTEN 1978), como meio padrdo para o
crescimento de B. sphaericus (OMS 1985). O NYSM ¢ o meio nutritivo com a adig¢ao de
sais minerais. Ajustado para pH 7,0 e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. A

composi¢ao do meio NYSM esta descrita a seguir:
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Peptona........... ... ... ... ... .. 5,00
Extratodecarne............ ... ... .. ....... 3,00
Extratodelevedura.......................... 1,00
MgSO4TH2O . ..o 0,10
MnSO47TH2O ..o 0,01
ZnSO4THO . oo 0,01
FeSO4.THXO .. oo 0,01
CaCOs .ttt 0,10
KHoPOy4. oo 1,00

111.3.2.2 INOCULO

O in6culo utilizado foi obtido a partir de culturas de B. sphaericus IB15 ¢ 2362
crescidas em tubos inclinados de NYSM contendo 1,5% de agar inclinado, durante 12
horas a 30°C. Aliquotas de ImL da suspensio homogénea (10°ml™) foram inoculadas em
frascos Erlenmeyers contendo 10mL de caldo NYSM e incubados em agitador rotatorio a

200rpm na temperatura de 30°C (Figura 16).

Figura 16. Culturas de B. sphaericus em incubador rotativo.
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111.3.2.3 CRESCIMENTO MICROBIANO

Para determinacdo da curva de crescimento da estirpe selecionada, amostras da
suspensao microbiana foram retiradas em intervalos regulares de tempo de trés horas por
um periodo total de 24 horas, para medicdo da massa seca por meio de filtragdo em
membrana Millipore de acetato de celulose com 47mm de didmetro e 0,45um de poro, com
posterior secagem em estufa & temperatura de 80°C até peso constante, determinado em

balanca analitica (Figura 17).

Figura 17. Filtrage do meio de cultura de B. sphaericus para determinacdo da

biomassa seca.

Paralelamente, a cada trés horas, foi realizada a contagem do numero total de
células e esporos de B. sphaericus IB15 e 2362 com auxilio de uma cadmara de Neubauer,
utilizando-se microscopio binocular (400x).

Os resultados do crescimento microbiano de B. sphaericus IB15 ¢ 2362 em meio
NYSM foram comparados em parametros de tempo de geragao, velocidade de crescimento
e produtividade de células, esporos e biomassa ao final de 24 horas conforme GERMANI
(1993). Os ensaios foram realizados em condi¢des de laboratorio a temperatura de 26 +
2°C, umidade relativa superior a 85% e fotofase de 12horas. No total foram realizados
quatro ensaios para cada estirpe, executados em dias alternados para minimizar os efeitos

da manipulagao.
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111.3.3 DETERMINACAO DE pH
A cada trés horas, aliquotas do meio fermentado foram coletadas para
determinagdo do pH, utilizando-se peagametro digital com eletrodo combinado DIGIMED

DM-10, com precisao de + 0,01.

111.3.4 ATIVIDADE LARVICIDA

A atividade larvicida do B. sphaericus IB15 e 2362 foram monitoradas em fungio
do tempo de fermentagdo para se determinar o tempo letal mediano (TL50) em C.
guinquefasciatus.

Em intervalos de trés horas foram realizados bioensaios compostos de réplicas de
trés copos plasticos contendo cada um 50mL de agua destilada, vinte larvas L3 e ImL da
cultura com ntimero de esporos conhecidos conforme descrito no item 3.3.2.3. Foram
preparados trés copos nas mesmas condi¢des anteriores como grupo controle, porém
aplicando apenas o meio de cultura sem o bacilo.

Ap6s aplicagdo do bacilo foram realizadas leituras em intervalos de trés horas por
um periodo de 24 horas, onde se contava o nimero de larvas vivas e mortas por dose
correspondente.

A atividade larvicida em C. quinquefasciatus foi medida por meio do tempo letal
mediano (TL50), obtido por regressdo linear entre o probit da mortalidade e o tempo de

crescimento da cultura, utilizando-se o programa estatistico MINITAB.
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1.4 RESULTADOS

111.4.1 CRESCIMENTO DE B. sphaericus 1B15 E 2362

O crescimento microbiano das estirpes IB15 e 2362 em meio NYSM foram
acompanhados por um periodo de 24 horas, de acordo com metodologia descrita no item
111.3.2.3.

As contagens de células e esporos estdo demonstradas nas Tabelas 14 e 15,
respectivamente para as estirpes IB15 e 2362. As curvas de crescimento celular e producdo
de esporos estdo graficamente representadas na Figura 18.

Para a IB15, a quantidade de células no tempo zero de fermentagdo foi em média
3,66x10" células.mL', aumentando ao longo do processo fermentativo, atingindo, ao final
de 24 horas 1,94){109 células.mL™. Os esporos presentes no indculo eram, em média,
5,08x10° esporos.mL™" ¢ ao final da fermentagio o niimero total foi 1,61x10° esporos.mL ™.

Durante o crescimento microbiano, a estirpe 2362 apresentou valores médios
iniciais de 5,52x10" células.mL” e de 6,28x10° esporos.mL'1 ¢ ao final da fermentacao a
quantidade média de células e esporos foi respectivamente de 8,13x10° e 6,46x10® por mL

de cultura.
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Tabela 14. Produgdo de células e esporos de B. sphaericusIB15, crescidas em meio NYSM a 30°C e 200rpm.

FERMENTACAO ENSAIO 1 ENSAIO 2 ENSAIO 3 ENSAIO 4
(h) Células/mL Esporos/mL Células/mL Esporos/mL Células/mL Esporos/mL Células/mL Esporos/mL
0 5,10x10’ 6,50x10° 2,65x10’ 4,50x10° 3,70x10’ 4,50x10° 3,20x10’ 4,80x10°
3 4,55x10" 1,90x10’ 4,55x10" 7,00x10° 4,20x10° 5,80x10’ 7,32x10 3,65x10’
6 8,60x10° 1,60x10° 1,34x10° 2,15x10° 8,85x10° 1,90x10° 9,90x10 2,10x10
9 1,03x10° 5,65x10 1,32x10° 6,90x10® 9,90x10" 5,61x10° 1,25x10° 3,40x10"
12 1,75x10° 1,15x10° 1,47x10° 1,05x10° 1,23x10° 9,10x10 3,20x10° 7,80x10°
15 2,20x10° 1,90x10° 1,06x10° 1,01x10° 2,10x10° 1,11x10° 2,82x10° 1,50x10°
18 2,45x10° 2,05x10° 1,18x10° 1,11x10° 1,18x10° 1,17x10° 2,86x10° 1,78x10°
21 3,45x10° 3,20x10° 1,38x10° 1,19x10° 1,39x10° 1,21x10° 2,87x10° 2,74x10°
24 3,26x10° 2,43x10° 8,90x10° 8,00x10° 1,18x10° 9,90x10° 2,42x10° 2,20x10°
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Tabela 15. Produgdo de células e esporos de B. sphaericus 2362, crescidas em meio NYSM a 30°C e 200rpm.

FERMENTACAO ENSAIO 1 ENSAIO 2 ENSAIO 3 ENSAIO 4

(B Células.mL™"  Esporos.mL™ Células.mL™"  Esporos.mL Células.mL™"  Esporos.mL Células.mL™"  Esporos.mL"
0 7,80x10’ 1,00x10’ 7,00x10’ 1,00x10’ 6,32x10’ 2,60x10° 9,60x10° 2,50x10°
3 3,60x10° 2,50x10’ 4,05x10 4,50x10’ 3,50x10" 2,55x10’ 8,37x10’ 4,38x10’
6 1,31x10° 7,50x10’ 1,02x10° 1,15x10® 9,25x10" 1,05x10° 1,53x10° 4,75x10"
9 1,50x10° 7,00x10° 1,20x10° 4,50x10" 1,36x10° 5,61x10° 1,36x10° 6,79x10
12 1,60x10° 1,20x10° 1,50x10° 1,00x10° 2,30x10° 1,02x10° 1,44x10° 1,20x10°
15 8,20x10" 2,80x10" 1,57x10° 1,12x10° 1,68x10° 1,15x10° 2,36x10° 1,68x10°
18 8,35x10° 2,90x10° 9,80x10° 5,30x10° 7,49x10° 6,42x10° 8,78x10° 3,65x10°
21 8,15x10" 3,25x10° 8,50x10° 3,40x10" 7,93x10° 5,98x10" 8,52x10" 7,89x10°
24 8,10x10° 6,55x10° 7,72x10° 4,50x10° 8,37x10" 7,36x10° 8,33x10° 7,43x10°
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Figura 18. Curva de crescimento celular e produgdo de esporos de B. sphaericus IB15 e 2362 em
meio NYSM a 30°C e 200rpm.
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111.4.2 pH

Os valores médios do pH do meio de cultura, medidos durante o crescimento
microbiano para as duas estirpes de B. sphaericus estdo representados graficamente na
Figura 19. Inicialmente, o valor do pH do meio de cultura mais o indculo, estavam em
torno de 7,0 para IB15 e de 7,11 para 2362. Ao longo da fermentacdo, o pH foi
aumentando gradativamente, chegando ao final de 24 horas de cultivo, a valores de 8,51 e

8,32, respectivamente.

111.4.3 BIOMASSA

Os resultados do crescimento de IB15 ¢ 2362 em biomassa seca, monitoradas a
cada trés horas ao longo de 24 horas, podem ser visualizados na Figura 20. Observou-se
que apos quatro ensaios realizados, os valores médios para a estirpe IB15 variaram de
0,14g.L" no tempo zero, atingindo o maximo em 12horas com 1,77g.L™" ¢ 1,32g.L" em 24
horas. Com a 2362, a massa inicial foi de O,l7g.L'1, aumentando até 2,0g.L'1 em 21horas e
ao final do crescimento 1,77g.L". Comparando o crescimento em massa das duas estirpes,

esses valores ndo diferiram estatisticamente entre si (P>0,05).

111.4.4 PARAMETROS DO CRESCIMENTO MICROBIANO

Na Tabela 16, constam os resultados dos parametros de crescimento microbiano de
B. sphaericus IB15 e 2362 cultivadas em meio NYSM. O tempo médio de geragdo em
células e biomassa seca obtido nos ensaios com IB15 foi menor que o observado com a
estirpe 2362. Quanto a velocidade de crescimento celular, producao de esporos e biomassa

seca, os resultados apontam semelhanca entre as duas estirpes.
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Figura 19. Valores de pH medidos ao longo da fermentacdo de B. sphaericusIB15 e 2362, em meio
NYSM a 30°C e 200rpm.
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Figura 20. Biomassa produzida durante o crescimento microbiano de B. sphaericus IB15 ¢ 2362,
em meio NYSM a 30°C e 200rpm.
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Considerando o final do tempo de fermentacdo, IB15 apresentou maior
produtividade de células e esporos (8,07x10” ¢ 6,69x10” un.mL".h"', respectivamente) em
relagio ao observado para a estirpe padrio 2362 (3,39x10” e 2,69x10” un.mL".h™"). Em

biomassa, a produtividade de 2362 foi significativamente menor que em IB15.

111.45 ATIVIDADE LARVICIDA

Os resultados da mortalidade observada nos bioensaios com larvas de C.
guinquefasciatus estdo representados na Figura 21. Os resultados com IB15 seguiram
distribuicdo definida pela equagdo y = —1,287)(2 + 25,269x - 20,833 (R2 =0,99) e com a
estirpe 2362 por y = -1,2502x> + 28,04x - 26,424 (R* = 0,98).

Os resultados dos bioensaios nos intervalos de crescimento, realizados a cada trés
horas, constam na Tabela 17. Para B. sphaericus IB15 o maior tempo de mortalidade das
larvas foi observado com 12,5h nos bioensaios com o caldo de cultura no tempo zero
(5,08x10° esporos.mL™), diminuindo no tempo de morte das larvas para 10,5 horas nos
bioensaios usando meio de cultura com trés horas de cultivo (3,01x10” esporos.mL™) e
assim sucessivamente ao longo dos demais bioensaios, até obtencao do TL50 de 2,4 horas
no bioensaio em 24horas (1,61x10° esporos.mL™).

Com a 2362, o TL50 observado no bioensaio no tempo zero foi de 14,7 horas
(6,28x10° esporos.mL™"), diminuindo ao longo do processo de fermentagdo até o final com

TL500bservado de 2,3 horas com 24h (6,46x10° esporos.rnL'l).
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Tabela 16. Parametros do crescimento microbiano de B. sphaericusIB15 e 2362 cultivados em meio NYSM.

PARAMETRO IB15 2362 F P

Tempo médio de geragao em 75,81+ 10,38 81,0+ 21,30 0,19 0,68
células (min.) £ DP TE T e ’ ’
Tempo médio de geragao em 103,33 + 48,60 107,25 + 41,60 0,02 0,91
massa (min.) + DP
Velocidade de crescimento em
células (células.h™) = DP 0,37 £ 0,05 0,37+ 0,130 0,00 0,97
Velocidade de cres_cl:lmento em 0.40 + 0,03 041+ 0,149 0.01 0.94
esporos (esporos.h™) = DP
Velocidade de crescimento em
massa (¢.I".h) + DP 0,31+ 0,13 0,29+ 0,11 0,06 0,81
Prudutividade em células 7 7

(células.mL ™" h") + DP 8,07x10" £, 4,60 3,39x10"+. 0,12 4,15 0,08
Prudutividade em esporos 7 7
(esporos.mL " h') + DP 6,69x10" = 3,44 2,69x10" + 0,57 5,21 0,06
Prudutividade em massa 0,07 + 0,005 0,06 + 0,010 12,00 0,01%

(g1"'.h")+ DP

*Estatisticamente significativo (P<0,05).
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Figura 21. Mortalidade nas larvas de C. quinguefasciatus em bioensaios realizados durante

o crescimento microbiano de IB15 e 2362.
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Tabela 17. Tempo letal mediano nos bioensaios com C. quinquefasciatus durante o crescimento

microbiano de B. sphaericusIB15 e 2362.

FERMENTACAO

h) TL50 (h) EQUACAO DE REGRESSAO R?
IB15
0 12,5 y = 1,20+ 0,0051x 0,951
3 10,5 y=1,71 +0,0050x 0,963
6 9,8 y=2,07 + 0,0052x 0,962
9 9,3 y =272 + 0,0045x 0,933
12 6,8 y = 3,15+ 0,0050x 0,901
15 6,0 y = 3,65+ 0,0042x 0,915
18 5,7 y = 3,61+ 0,0042x 0,912
21 3,9 y = 4,54+ 0,0036x 0,832
24 2,4 y=5,32+0,0031x 0,705
2362
0 14,7 y=1,30+ 0,268x 0,951
3 11,3 y=1,63 +0,295x 0,949
6 10,8 y=1,59 + 0,308x 0,973
9 9,3 y=2,71+0,252x 0,971
12 9,5 y=3,14+0,230x 0,956
15 9,2 y=3,78 +0,228x 0,959
18 4,8 y =3,90 + 0,236x 0,913
21 3,0 y=4,33+0,216x 0,909
24 2,3 y=5,41+0,181x 0,700

91



111.5 DISCUSSAO

111.5.1 PRODUCAO DE CELULAS E ESPOROS

O meio NYSM, que apresenta em sua composi¢ao extrato de levedura e peptona
de carne ¢ um o6timo meio de cultura para o B. sphaericus, uma vez que essa espécie nao
utiliza carboidratos como fonte de carbono e requer meios proteindceos para crescimento
(DAVIDSON 1985).

Durante a fermentagdo de B. sphaericus IB15 ¢ 2362 em meio NYSM, foram
observados perfis semelhantes na produgdo de células totais, com maior incremento nas
primeiras seis horas. A maxima produ¢do ocorreu entre 15 e 18 horas para ambas as
estirpes, com aparente estabilizacdo e decréscimo até o término da fermentagdo em 24
horas.

Como a toxina bindria ¢ produzida durante a esporulacdo, torna-se relevante
verificar essa caracteristica entre os novos isolados de B. sphaericus, pois ¢ um dos fatores
que desperta o interesse industrial na producdo de bioinseticidas. A quantidade final de
esporos obtida com B. sphaericus IB15 foi de 1,61x10° esporos.mL”, com taxa de
esporulagdo de 82,84%, e de 6,46x10° esporos.mL™' com a estirpe 2362, correspondente a
79,46% de esporos produzidos, porém sem diferenca significativa quando comparadas as
duas estirpes ao longo do processo de fermentagao.

A eficiéncia de crescimento e esporulagdo em B. sphaericus cultivados em meios
complexos confirma prévias observagdes sobre a eficicia na producdo de toxinas
inseticidas (WALLIS & YOUSTEN 1978). Em meio NYSM, GERMANI (1993) obteve
com B. sphaericus S2 a produgéo final de 5,37x10° esporos.mL™" e 5,90x10° esporos.mL"
com a padrio 2362. VILARINHOS et al. (1996) obtiveram 17x10° esporos.mg™ para S2
cultivadas em meio MBS a base de triptona (KALFON et al., 1983).

A esporulagdo em bactérias € um mecanismo para sobrevivéncia em condi¢des
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adversas (CORREA & YOUSTEN 1995). No caso de estirpes patogénicas de B.
sphaericus como os cristais da toxina binaria sdo sintetizados no inicio da formagao dos
esporos (HOLT et al. 1975, CHARLES & NICOLAS 1986), existe o interesse
biotecnoldgico em indutores de esporulagdo, como forma de obtengdo de toxinas
inseticidas em grande escala (DIAS 1992, LUNA 2003). O emprego de fatores estressantes
combinados na producao de B. thuringiensis, por meio de choque térmico e a adi¢do de
NaCl ao meio de cultura, resultaram em melhoria de até 66% na sintese de toxina e

economia na produg¢@o do bioinseticida em cerca de 30% (GHRIBI et al. 2004).

111.5.2 pH

Variagdes no pH do meio de cultura durante a fermentagdo dependem da
concentragdo dos reagentes quimicos que fazem parte da sua formulagdo e dos metabolitos
produzidos durante a fermentacao.

Apesar de nao ter sido controlado ao longo da fermentagao, ndo foram observadas
diferengas significativas entre os resultados de pH medidos para B. sphaericus IB15 ¢
2362, as quais demonstram apresentar metabolismo semelhante. No inicio os valores
estavam na faixa da neutralidade, com rapido aumento nas seis primeiras horas,
correspondente a fase exponencial do crescimento. Verificou-se estabilizagcdo por volta da
15% hora, com aparente decréscimo até o final da fermentagdo. A alcaliniza¢do do meio foi
devido ao consumo da proteina e aumento na concentracdo de amoénia excretada. Porém,
ndo foi verificado se a alcalinizagdo ¢ o fator determinante no aumento de esporos
produzidos ou se ¢ devido a exaustdao dos nutrientes no meio de cultura.

Nao foram observadas alteragdes significativas na atividade larvicida de B.
sphaericus IB15 e 2362 em C. quinquefasciatus relacionadas as mudangas de pH ao longo
da fermentagdo. A resisténcia das toxinas de B. sphaericus em meios adversos inclusive

mudancas de pH ¢ atribuida a presenga do exdsporo que protege as toxinas de degradacdes
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quimicas (CHANG et al. 1990). Outros aspectos da atividade larvicida de B. sphaericus
IB15 serao abordados mais adiante no item 3.5.4.

O controle de pH durante a producdo de bioinseticidas ¢ importante, ainda, nas
etapas de separagdo dos esporos, pois a principal dificuldade de recuperagdo tais
suspensdes biologicas consiste no fato de possuirem pequena dimensdo, baixa densidade e
estarem presentes em baixas concentragdes no meio de cultura (RIOS 1998). A floculacao
¢ uma alternativa que permite a conversao de esporos individuais em grandes agregados e,
com isso, maior facilidade de recupera¢do em escala industrial. A influéncia do pH ¢ a
hidrofobicidade na eficiéncia de floculagdo em B. sphaericus foram investigadas por
LUNA et al. (2001). RIOS et al. (1997) relatam a eficiéncia de recuperacao em até 99%
nas culturas de B. sphaericus com pH ajustado para 5 e¢ 9, sem perda na atividade larvicida

em testes com C. quinquefasciatus.

111.5.3 BIOMASSA

A biomassa obtida ao final da fermentagdo e os custos devem ser considerados
para uma produgdo em grande escala, pois sdo fatores que tornam vidveis os investimentos
em bioinseticidas (DIAS 1992).

Nos experimentos realizados, o periodo de maior incremento em biomassa
ocorreu entre zero € seis horas. A maxima produgdo para B. sphaericus 2362 foi observada
com 21 horas de crescimento com biomassa igual a 2,1g.L" ¢ em B. sphaericus IB15, a
méxima produgdo ocorreu com 12 horas de fermentagio obtendo-se 1,77g.L™.

Comparando os resultados dos parametros da producao de biomassa em termos de
parametros de tempo de geragdo e velocidade de crescimento observou-se que a estirpe
IB15 apresentou um crescimento mais rapido que a 2362, porém sem diferencas
significativas na contagem de células, esporos e em gramas de massa seca produzidas

durante a fermentacgao.
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Além da busca por estirpes com alta atividade larvicida e com potencial para uso
em formulagdes, ¢ imprescindivel, ainda, selecionar matérias-primas de baixo custo que
propiciem a producdo em grande escala e preservem as caracteristicas toxicas do bacilo,
pois o elevado gasto na producdo industrial em B. sphaericus ¢ um dos principais fatores
que geram obstaculos ao investimento em bioinseticidas (DIAS 1992, MORAES et al.
2001).

A produgao de B. sphaericus em meios de cultura alternativos foi realizada por
GERMANI (1993) com o uso de meios formulados a base de soro de queijo, farinha de
peixe e proteina de soja. RORBERG (2000) estudou a produgao de B. sphaericus em meio
de residuos das industrias de cerveja.

Existe, portanto, a possibilidade de aproveitamento de subprodutos e residuos de
agroindustrias como substratos na producdo de bioinseticidas e, respeitadas as limitagdes
nutricionais de B. sphaericus, até com produg¢do regionalizada em fungdo da

disponibilidade de matérias-primas.

111.5.4 TEMPO LETAL MEDIANO

A toxicidade das estirpes IB15 e 2362 em larvas de C. quinquefasciatus, aqui
avaliada pelo critério de tempo letal mediano, confirmam a sensibilidade dessa espécie de
mosquito ao B. sphaericus, ja descrita por LACEY & SINGER (1982), MULLA et al.
(1986). Os resultados obtidos nos experimentos foram equivalentes entre si.

Os valores de TL50 de B. sphaericus IB15 e 2362 demonstraram forte correlagao
entre o intervalo de fermentagdo e o tempo de mortalidade nas larvas. Porém, quando foi
analisada a correlagdo entre nimero de esporos/tempo de fermentacdo e a mortalidade das
larvas, esta ndo se ajustou a um modelo linear, pois a produ¢do de esporos ndo ¢ continua.

Poucos sdo os trabalhos de avaliacdo larvicida por meio de tempo letal mediano

no controle de mosquitos, o que permite pouca comparacio. ANDRADE & MODOLO
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(1991) avaliaram a eficiéncia do controle integrado de larvicidas biologico € quimico em
larvas de A. aegypti. Esses autores obtiveram TL50 de 6,2h com B. thuringiensis e 4,3h

com Temephos. O tempo letal médio com a mistura dos dois inseticidas foi de 3,2h.
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4 CONCLUSOES

4.1 Capitulo |

e Foi observada atividade larvicida em todas as vinte estirpes de B. sphaericus da

Amazonia, porém em niveis diferenciados de toxicidade.

e Entre as espécies-alvo (mosquito), a maior sensibilidade foi detectada entre as

larvas de C. quinquefasciatus.

e Foi verificado um potencial biotecnoldgico com estirpes IB15, IB19, S1116 e IB16,
com base nos resultados da atividade larvicida nos bioensaios com A. darlingi e C.

guinquefasciatus.

e Em relagdo a estirpe padrido 2362 nos testes com A. dalrlingi, foi verificada
poténcia superior nas estirpes IB15, IB19, S1116 e IB16, sendo a IB15 cerca de
50% mais potente. Nos bioensaios contra o C. quinquefasciatus, maior poténcia em
relagdo a padrao foi verificada em 17 estirpes, com destaque para IB16, S1116,

S265, IB19 que apresentaram poténcia entre 300-400% superior.
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4.2 CAPITULO Il

e Os oligonucleotideos BinB-F e BinA-R descritos neste trabalho, mostraram
eficiéncia para diagnostico molecular conjunto dos genes da toxina binaria (BinB e
BinA) de B. sphaericus e este foi observado em 100% das estirpes procedentes de

diversas localidades da Amazonia;

e O gene da toxina mosquitocida MTX1 foi verificado em 83% das estirpes
estudadas, distribuido de forma aleatéria entre isolados com alta, média e baixa

toxicidade em larvas de A. darlingi;

e Foram evidenciados 23 sitios polimoérficos nas sequéncias de 393 nucleotideos do
gene da toxina BinA, porém apenas quatro foram informativos para analise de

parcimonia (nt28, nt332, nt333 e nt356);

e Foi verificado uma baixa distancia genética média entre as estirpes de B. sphaericus
(média de 1,2%). A maior distancia genética foi observada entre as estirpes

BSP224478 (2297) e IB12 com 7,1%.

e Foi encontrada uma alta variabilidade genética nas estirpes amazonicas sendo

descritos nove tipos variantes (além dos quatro pré-existentes).

e Nio houve correlacao entre distancia genética, variabilidade

nucleotidica/aminocidica e/ou procedéncia, com a toxicidade das estirpes.

98



4.3 CAPITULO III

e Dentre as estirpes amazonicas analisadas, a IB15, considerada a mais promissora,
apresentou resposta de crescimento, producao de células, esporos, variacdo de pH
do meio, concentragdo de biomassa e TL50 muito similar a estirpe padrdo
comercial 2362. Isso demonstra o potencial biotecnoldgico para produgdo dessa
estirpe local como inseticida biologico para uso em programas de controle de

vetores na Amazonia.
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