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ABSTRAT
This work was aimed at to select and to identify strain of Bacillus thuringiensis (Bt) obtained of samples of soil in
the state of Tocantins that presented toxicity for the mosquito Aedes aegypti. It was obtained isolated of Bt of the
samples of obtained soils and with larger number of colonies in soils with high clay tenor and organic matter. The
poisonous activity among the isolated ones obtained it varied by 14.7 to 98% of mortality to larvas of 2° stadium of
A. aegypti, with prominence for the isolated TO-392. They were accomplished analyzes for SDS-PAGE where there
was the presence of a peptides of approximately 80 kDa, wasn 't visualized us too much isolated, the ancestry A-392
had 98% of mortality about larvas of A. aegypt was tested i, in the period of 48 hours, using a concentration of 1
and 2 % Uof the bacterial .broth. It is verified that B. Thuringiensis isolated of the state of Tocantins presents

promising results for they can be used in the production of a bioinseticide against the larvas of this mosquito.
Key words: Dengue fever; bio-insecticide, control biological

INTRODUCAO

Aedes aegypti Linneus,1762 (Diptera: Culicidae) é
um inseto de ocorréncia nas regides tropicais e
subtropicais. No Brasil, estd restrito as vilas e
cidades que apresentam caracteristicas favoraveis
ao desenvolvimento do mosquito e, raramente ¢
encontrado em ambientes onde a densidade
populacional € baixa. Este mosquito é o tnico
vetor do virus da dengue e da febre amarela
urbana, sendo considerado um dos vetores mais
importantes na veiculacio desse virus em humanos
(Brasil, 2009). O reaparecimento dessa doenga se
tornou um serio problema de satide publica no
Brasil.

Por ser uma técnica efetiva, de baixo custo e de
facil manejo, o controle quimico tem sido a forma
mais usada no controle de A. aegypti em todos
estados brasileiros. No entanto, devido a
ineficiéncia dos produtos quimicos em controlar
esse inseto, o uso sistematizado tem ocasionado o
aparecimento de populagdes resistentes de A.
aegypti a esses produtos (Guzman e Kouri, 2002;
Lima et al., 2003; Carvalho et al., 2004;
Poupardina et al., 2008; Chang et al., 2009) além
do aumento do risco ambiental e o custo de
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controle, por ser realizado varias aplicagdes para
garantir um resultado satisfatdrio.

Dessa forma, ha necessidade do desenvolvimento
de novas alternativa menos danosa. Os
bioinseticidas aparecem como resposta a crescente
preocupagdo com o meio ambiente, se mostrando
eficiente no controle de insetos vetores, mas com
poucos danos ao ambiente (Marcoris et al, 2003) A
descoberta da bactéria de solo Gram positiva
Bacillus thuringienses (Bt), produtora de toxina
que possuem propriedade altamente tdxica,
principalmente para as larvas de dipteros da
familia Culicidae, possuindo vantagens como nao
poluir o meio ambiente, ndo ser téxico aos
animais, possibilitou o desenvolvimento de novos
bioinseticidas que se tornou uma alternativa
segura. Principalmente devido a grande producdo
de proteinas (denominadas de proteinas Cry) com
atividade entomopatogénica durante a fase de
esporulagdo, formando inclusdes cristalinas
(Shnepf et al., 1998; Aratjo et al., 2007; Tikar el
al., 2009).

Formulagdes de bioinseticidas a base de B.
thuringiensis vém sendo comercializadas em
vdrios paises do mundo para o controle de vetores
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de doencas humanas (Petry et al., 2004; Vilarinhos
e Monnerat, 2004; Espindola et al., 2008),
representando atualmente de 80 a 90% do mercado
de agentes bioldgicos para o controle de mosquito
em todo o mundo. O B. thuringiensis possui
diversas proteinas Cry ativas contra diptero, que
sdo codificadas por diferentes genes cry e estdo
distribuidos em vdrias classes. O niimero de cépias
de cada gene cry presente em uma determinada
estirpe € um fator fundamental na determinacao da
toxicidade de uma estirpe de B. thuringiensis,
assim como, na producio relativa de cada tipo de
proteina Cry e, conseqiientemente, no espectro de
atividade entomocida (Vilarinhos et al., 1998;
Petry et al., 2004; Espindola et al., 2008).

A presente pesquisa tem como objetivo selecionar
estirpes de B. thuringiensis com atividade toxica
para Aedes Aegypti Linneus (Diptera: Culicidae)
amostra de solo do estado do Tocantins.

MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste estudo os trabalhos foram
conduzidos nos laboratérios de manejo integrado
de pragas (MIP) do Campus Universitdrio de
Gurupi - Universidade Federal do Tocantins. Para
a realizacdo desse projeto foram efetuadas as
seguintes etapas e procedimentos metodoldgicos.

Criacao massal de A. aegypti

Foram utilizadas posturas de A. aegypti obtidas
junto a criacdo desse inseto presente no laboratério
de Manejo Integrado de Pragas instalado no
Campus Universitdrio de Gurupi/TO. Para a
obtencdo das diferentes fases de desenvolvimento
do inseto, a serem utilizadas nos bioensaios, as
posturas coletadas da criacdo massal de A. aegypti
foram colocadas em bandejas com dgua e
acondicionadas em uma camara incubadora tipo
Biological Oxigen Demand (B.O.D), regulada para
28+0,5 °C, 70 + 10% de UR e 12 horas de
fotofase. A partir da primeira muda, as larvas
foram utilizadas nos bioensaios seletivos, com
diferentes isolados de Bt obtidos de solos do
estado do Tocantins.

Isolamento de B. thuringiensis a partir de
amostras de solos

Para o isolamento, foram utilizadas amostras de
solos coletadas de diferentes localidades do estado
do Tocantins. Nesse procedimento, os métodos
utilizados para obter os isolados foram os mesmos
desenvolvidos por Monnerat et al. (2001), onde
cada amostra de 1 g de solo serd homogeneizado

em 10 mL de solugdo salina (0,006 mM
FeS0O,.7H,0; 0,0lmM CaCO5;7H,0O; 0,08 mM
MgSO,. H,0; 0,07 mM MnSO,. 7H,0; 0,006 mM
ZnSO,. TH,0; pH 7,0) e foi colocada para crescer
em um periodo de 24 h. Uma aliquota de 1 mL
serd transferida para tubo de microcentrifuga tipo
“eppendorf™ e, ap6s choque térmico (80 °C por 12
min) para eliminar as células vegetativas, serdo
diluidas 10 vezes em solug@o salina. Uma aliquota
de 100 pl da ultima diluicdo serd distribuida em
uma placa de Petri contendo agar nutritivo (0,5%
de extrato de levedura; 0,1% de triptona; 0,17 M
NaCl e 0,15% de agar bacterioldgico. O material
foi mantido em B.O.D., 30 + 0,5 °C durante 48 h.
As colonias foram selecionadas em meio seletivo
para B. thuringiensis, contendo ampicilina G a 100
mg/LL e as mesmas foram avaliadas quanto a
morfologia (forma, bordo, elevagdo, estrutura,
tamanho e coloracfo), utilizando-se um contador
de coldnias (Jung et al.,, 1998). Os isolados
inoculados foram mantidos 24 h a 30+ 0,5 °C e
180 rpm em um agitador orbital. Apds este
periodo, cada amostra foi individualmente
analisada quanto ao crescimento do
microorganismo. Em seguida, foram preparadas
laminas e observadas em microscopia de contraste
de fase (1000 x), para a verificacdo da presenca de
corpos de inclusdes parasporais (cristais) que
permitiram a diferenciacdo entre B. thuringiensis
(com cristais) e B. cereus (sem cristais). Foi
calculado o indice de Bt (Bti), que corresponde ao
nimero de isolados de Bt obtidos em relagdo ao
ndmero de coldnias examinadas em cada amostra.

Analise SDS-PAGE

Esse procedimento foi realizado com estirpes
selecionadas nos bioensaios seletivos, toxicos. A
andlise das proteinas presentes nas estirpes foi
determinada através de eletroforese de proteinas
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) que
permitiu conhecer o perfil e a massa molecular das
toxinas produzidas pelas estirpes. As proteinas
produzidas por B. thuringiensis foram extraidas de
acordo com Lecadet et al. (1991). As estirpes
selecionadas foram crescidas em meio NYSM
(Yousten, 1984) 30 °C por 48 h a 180 rpm em um
agitador orbital. Em seguida, 1 mL do cultivo de
cada estirpe foi colocado em “eppendorf”,
previamente autoclavado, e centrifugado por 5 min
a 12.800g. O sobrenadante foi descartado, o
sedimento foi lavado com 1 ml de NaCl 0,15M e
centrifugado novamente a 12.800g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento
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ressuspendido em 1ml de PMSF 1 mM. Apds nova
centrifugacdo (12.800g por 5 min), o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspendido em
250 pl de PMSF 1 mM para estoque em freezer (-
20 °C). As amostras foram ressuspendidas em
tampao de proteina 5X (1,5 M Tris-HCI, pH 6,8,
Glicerol, SDS, 2B-mercaptoetanol, Azul de
Bromofenol) fervidas a 100°C por 5 min e
aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
numa concentracdo de 10%. O gel foi corado em
solucdo “Comassie Blue corante” (40% de
metanol e 25% de Comassie blue 250-R) por 12 h
e descorado em solugdo descorante (40% de
metanol e 10% de 4cido acético) até visualizacdo
das bandas de proteinas que correspondem as
toxinas presentes. Para comparagdo dos resultados
obtidos das estirpes selecionadas, foram utilizadas
como padroes estirpes de B. thuringiensis
israelensis e B. thuringiensis aizawai.

Bioensaios

Os bioensaios foram feitos seguindo os padrdes
previamentes propostos com os isolados de B.
thuringiensis contra larvas de 2° instar de A.
aegypti. Para a realizacdo do bioensaios seletivo,
foi colocado 1 e 2% de caldo bacteriano crescido
em meio NYSM (Yousten, 1984) por 48 h a 28°C
sob agitacdo de 200 rpm, foi colocado em 100 ml
de dgua em 4 copos descartdveis, contendo grupos
de 25 larvas de 2° instar de A. aegypti. Foram

feitas quatro repeticdes e com a testemunha sem a
cultura bacteriana. Apés 48h, realizou-se a leitura
do numero de sobreviventes. Determinando as
estirpes toxicas para larvas de A. aegypti, apds 48
h de contato de acordo com a metodologia
desenvolvidas por Monnerat et al. (2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos um total de 101 coldnias a partir de
cinco amostras de solos coletadas de diferentes
localidades do Estado do Tocantins. O nimero de
isolados obtidos em relacdo a amostra de solos foi
diferenciado (Tabela 1). Entre amostras de solos
A-392, A-3118 e A-3452 obtiveram o0s maiores
nimeros de coldnias, enquanto A-100 e A-100 e
A-5451, obtiveram o menor nimero de colonias de
Bt (tabela 1). A variacdo do nimero de coldnias
bacterianas obtidas entre as amostras de solo pode
estd relacionado com tipos de solos, de acordo
com estudos relacionados a ocorréncia do Bt é
relatada em todos os ambientes terrestres,
principalmente devido a sua capacidade de
sobrevivéncia em condi¢des adversas e facil
transporte pelo vento, chuva e animais, dificulta
comparacdes entre tipos de solos, especialmente
entre regides geograficamente diferentes, com
condicdes climdticas e solos distintos (Cox et al.,
2007).

Tabela 1. Caracteristicas das amostras dos solos coletados e os isolados de Bacillus thuringiensis ativos

para Aedes aegypti.
Amostra de Solo Tipo de solo N°’de Amostra Medias (NC)
A-3188 argiloso 01 18
A-100 argiloso 01 12
A-5451 (+/-) argiloso 01 13
A-392 argiloso 01 31
A-3452 argiloso 01 27

NC-Numero de coldnias de Bt

Embora o Bt seja uma bactéria esporulante, os
esporos permanecem em laténcia no solo entre 3 e
16 meses (Goldberg e Margalit 1977; Couch,
2000; Becker, 2002). No entanto, o crescimento e
a germinagdo dos esporos podem ser prejudicados
em funcdo das caracteristicas do solo. Dessa
forma, solos arenosos, devido a pouca quantidade
de nutrientes e dgua sempre apresentam menor
quantidade de isolados de Bt (Glare e O’callaghan,
2000). Mas, em ambientes favordveis, como, por
exemplo, em insetos alvo, e solos argilosos a

bactéria ocorre naturalmente, pode ocorrer relacdo
simbidtica com plantas como bactéria endofitico
(Uribe et al., 2003; Monnerat et al., 2009).

Na identificacdo das estirpes de Bt selecionadas
em meio seletivo NYSM (Yousten, 1984)
adicionado de 100 mg/L de penicilina, apés um
periodo de 48 horas foram observados a presenca
de cristal produzido pelas estirpes selecionadas em
microscopia de contraste de fase, da mesma forma
foi observada em algumas estirpes havia somente a
presenca de esporos e células vegetativa sem
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cristal, sendo caracterizada com Bacillus cereus
(Tabela 1). Monerrat et al. (2001) observou que
um dos processos de diferencas entre B.
thuringiensis e B. cereus esta relacionado com a
producdo de cristal por B. thuringiensis € a nao
presenca de cristal em B. cereus sendo confirmado
em microscopia de luz em contraste de fase.

Quanto a morfologia das col6nias de Bt obtidas,
verificaram-se poucas variagdes, sendo que a
maioria apresenta forma circular e bordos
ondulados. Na sua totalidade, as colOnias
apresentaram-se sem pigmentacio, opacas € com
estrutura densa. Esses dados estdo de acordo com
dados obtidos por Sosa-Gomes et al. (1998), os
quais descreveram as colonias tipicas dos bacilos
com auséncia de pigmentacdo, bordos ondulados e
opacos. Por outro lado, cabe ressaltar que Habib e
Andrade (1998) mostraram que  critérios
morfolégicos nao podem ser empregados na

diferenciacdo e identificacdo dos bacilos,
indicando assim a necessidade de outras
avaliagdbes para inferir no processo de

diferenciacdo e identificacdo das espécies e
subespécies de Bacillus.

Com relacdo ao perfil protéico produzido pelas
estirpes selecionadas em andlise da eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos cristais
purificados das estirpes com atividade tdxica para
A. aegypti mostrou dois polipeptidios principais de
aproximadamente de 75 kDa (Figura 1)
correspondente ao tamanho do polipeptidios
produzidos pelas estirpes de B. thuringiensis
subespécie israelense que produz alta toxicidade
para A. aegypti.
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Figura 1- Anidlise do perfil protéico das estirpes

isolados de solo do estado do Tocantins. A e B SDS-

PAGE a 12% das proteinas Cry produzida pelas
diferentes estirpes de Bt selecionadas com toxicidades

para larvas de A. aegypti sendo M- marcado molecular
Kaleidoscope Bio-Rad,1- estirpe 3453, 2- estirpe A-
3188, 3 A-392, e 4- A-5451.

Segundo trabalhos desenvolvidos por Espindola et
al. (2008) relataram que as toxinas descritas como
eficazes para dipteros possuem peso molecular de
75 kDa e 81 kDa, o que pode explicar a toxicidade
para larvas de A. aegypti. Dessa maneira, uma
possivel explicacdo para a elevada toxicidade de
A-392 para A. aegypti pode esta relacionado com
presenca das toxinas, os quais conferem potencial
téxico significativamente para larvas de A. aegypti
(Espindola et al., 2008), ou com a interag@o entre
as toxinas produzida por este isolado.

7772 Estirpe A-3188
W Estipe A-100

Estirpe A-5451 I
90 {1 Estirpe A-392

W Estirpe A-3453
Testemunha

60

Mortalidade

30

0 ] ]

A-3188  A-100  A-5451  A-392  A-3453 Testemunha

Estirpes

Figura 2- Andlise de toxidade das estirpes selecionadas
para larvas de Aedes aegypti selecionadas de amostras
de solos. Apés o periodo de 48 horas de exposicdo as
bactérias isoladas.

Nos testes de patogenicidade, os isolados testados
somente um (1) foi capaz de causar alta
mortalidade das larvas de A. aegypti apds o
periodo de 48 horas (Figura 3). Neste caso
destacou-se o isolado A-392 obtido do laboratério
de solos do Campus Universitario de Gurupi/UFT.
Para os demais isolados, a mortalidade das larvas
de Aedes foi inferior a 10 % (Figura 1). De acordo
com Vilarinhos et al. (1998) a eficiéncia das
formulacgdes varia de 96% a 100% até um periodo
de 72h apds a aplicacdo dos produtos. Com esta
alta eficiéncia, apesar da Bti atuar somente sobre
larvas, ele restringe o nivel populacional do A.
aegypti de tal modo que o inseto seja incapaz de
causar epidemia. De um modo geral, em 2002,
aproximadamente 360 toneladas de Bti foram
usadas no combate de vetores no Brasil (Brasil,
2009), consumindo US$ 2,2 milhdes.
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Figura 3- Andlise de toxidade da estirpe A-392 para
larvas de 1° estddio de Aedes aegypti em duas
concentragdes apos o periodo de 48 horas de exposicdo
a toxina da bactéria.

A patogenicidade de isolados de B. thuringiensis
estd relacionada com nimero de cépias dos genes
cry, assim como, a diferenca entre a composi¢io
génica, associado a esse fato, o espectro de
atividade entomocida pode ser ampliada em
funcdo desta caracteristica (Petry et al., 2004;
Prabakaran et al., 2008). Por ser um
microorganismo promissor, atualmente hd uma
enorme procura por novos isolados de B.
thuringiensis com elevado potencial téxico para
larvas de A. aegypti.

A dificuldade de obtencdo de novos isolados de Bt
eficazes contra larvas de A. aegypti, constatada
nesse trabalho, também foi relatada por Jung et al.
(1998). Os autores testaram 352 isolados do Brasil
e somente um causou mortalidade entre 70 a 80%,
enquanto 149 deles mostraram resultados entre O e
10%. Hofte e Whiteley (1989), testou 52 isolados
e somente dois proporcionaram 100% de
mortalidade. Dessa maneira, verificou a toxicidade
de diferentes isolados de B. thuringiensis para
larvas de A. aegypti, com alta variabilidade
genética nessas populagdes que resulta em grupos
que ndo possui receptores para uma determinada
toxina Cry, tornando inacessivel a ligacdo das
toxinas de B.thuringiensis aos receptores
especifico, tornando insetos resistentes a uma
determinada combinacdo de toxinas de B.
thuringiensis ou uma protefna Cry.

Diversos insetos da ordem diptera possuem
suscetibilidade as proteinas Cry de Bt, tais como:
Culex quiquefasciatus e aedes aegytpi (Diptera:
Culicidade). Independente da fonte de obtencdo do
microrganismo, seja ela isolada de fontes naturais
como solo ou inseto, ou obtida por manipulagdo

genética, todos os novos isolados obtidos deverdo
seguir a etapa de otimizacdo antes de poder ser
utilizados na formulagdo do bioinseticidas.
Atualmente s3o empregados como método de
controle de insetos vetores em diversos paises,
principalmente em paises da Africa Ocidental,
como componentes do Programa de Controle de
Oncocercose e atualmente passou a ser usada
como uma alternativa para inseticidas quimicos
sintéticos em muitos programas de controle de
mosquitos (Who, 1999).

A busca de novas alternativas para o controle de A.
aegypti, principalmente na reducdo de insetos
resistentes a inseticidas convencionais, a utilizacao
de Bti tem sido alvo de indmeras pesquisas, com
uso de Bti no controle de A. aegypti em diversos
paises como Peru, Equador e na regidio Amazodnica
do Peru (Kroeger et al., 1995). Dez semanas apos
a aplicagdo, foi observada uma reducdo média de
60% na populacdo de adultos. Em 1981, a
campanha de erradica¢do de A. Aegypti, realizada
em Cuba, combinou a redugdo de criadouros do
mosquito com modificagdes nos tanques de
estoque de &dgua com uma série de medidas
legislativas, educagdo ambiental, controle quimico
e biologico (Gusman e Kouri, 2002; Gluber,
2004).

CONCLUSOES

Entre os isolados com Bacillus thuringiensis
obtidos 0 A-392 foi mais téxico para larvas de 2°
instar de A. aegypti com mortalidade superior a
90% das larvas de Aedes.

Entre os resultados obtidos verifica a necessidade
de buscar novos isolados com toxicidade para
larvas de A. aegypti, que possui potencialidade
para producdo de bioinseticidas eficiente contra
esse inseto.

RESUMO

Este trabalho objetivou-se selecionar e identificar
estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) obtidos de
amostras de solo do estado de Tocantins que
apresentaram toxicidade para o mosquito Aedes aegypti.
Obteve-se isolados de Bt das amostras de solos obtidos
e com maior nimero de coldnias em solos com alto teor
de argila e matéria orgénica. A atividade téxica entre 0s
isolados obtidos variou de 14,7 a 98% de mortalidade
para larvas de 2° estddio de A. aegypti, com destaque
para o isolado A-392. Foram realizadas analise de SDS-
PAGE onde houve a presenga de um peptideos de
aproximadamente 80 kDa, ndo sendo visualizado nos
demais isolados, o a estirpe A-392 teve 98% de
mortalidade das larvas de A. aegypti testadas, no
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periodo de 48 horas, utilizando uma concetracdo de 20
uL/mL do caldo bacteriano. Verifica-se que B.
Thuringiensis isoladas do estado do Tocantins apresenta

resultados promissores para serem utilizadas na
fabricacdo de um bioinseticidas contra as larvas deste
mosquito.

Palavras-chave: Dengue, bio-inseticida, controle
biologico
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