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A Deus

Irmio, escuta o que eu vou cantar. Ndo fuja
do que vocé tem que enfrentar. Se
enfrentares lutas pelo teu caminho, nio
temas: tu ndo estaras sozinho, pois Jesus, o
teu Senhor e Salvador, lutara por ti e estaré
em teu favor.

Se ndo houver a luta, como pode haver vitoria?
Foi o Senhor que ensinou que € pelo Calvdrio
que se chega a gloria.

Vocé vai ver, vai dar tudo certo, pois Jesus
estd sempre por perto. Tempestade ja vail
embora e a bonanca vird sem demora. Vocé
val ver vai dar tudo certo, pois Jesus esti
sempre por perto. Ndo temas quando a
prova aperta: com Jesus a vitoria é certa.

O choro pode durar uma noite, mas a
alegria vem ao amanhecer. As lagrimas
que até hoje vocé derramou um anjo
recolheu e para o Senhor levou. De uma
colsa vocé pode estar certo: Jesus nio
desampara, a sua benc¢io esta perto.

Banda Louvor e Gloria
(Hino da Igreja cat6lica)
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Bacillus thuringiensis var. israelensis SPS1: CARACTERIZACAO DA REGIAO
PROMOTORA DE GENES cry E EFEITO EM LARVAS DE Aedes aegypti (L.)
(DIPTERA: CULICIDAE)

RESUMO - Dentre os microrganismos empregados no controle de mosquitos, a
bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) se destaca por apresentar atividade
téxica contra insetos da ordem Diptera, na qual produz inclusdes cristalinas compostas
pelas proteinas Cry, que s&o codificadas por genes cry presentes em um Unico
plasmideo. A producdo dessas proteinas em grande escala esta relacionada a
mecanismos transcricionais, como por exemplo, a expressao de um gene sob o controle
de um promotor forte. Tendo em vista que a bactéria Bti SPS1 (Patente P10200228-0)
foi isolada do territério brasileiro e que possui potencial para o controle de vetores por
produzir uma maior quantidade de esporos/cristais em menor tempo, este trabalho teve
por finalidade a caracterizacdo da regido promotora dos genes cry4Aa, cry4Ba e
cry11Aa de Bti SPS1 pelas técnicas de PCR e “Southern blotting”. Em associacao a
estas técnicas, foi realizado bioensaio para a verificagdo da mortalidade de larvas de
Aedes aegypti. Os resultados das andlises moleculares indicaram homologia no perfil
de hibridizagdo da regidao promotora da linhagem padrao Bti T14-001 e do isolado Bti
SPS1. A quantificacdo das suspensdes em espectrofotdmetro (DOegoonm) € a leitura de
esporos em camara de Neubauer, revelaram que o isolado Bti SPS1 produz uma maior
quantidade de esporos/cristais em relagéo a linhagem padrao Bti T14-001. O bioensaio
apresentou elevados indices de mortalidade. Estes resultados tornam a bactéria Bti

SPS1 uma fonte promissora para novas formulagdes visando o controle de vetores.

Palavras-Chave: Bacillus thuringiensis var. israelensis, bioensaio, controle bioldgico,

“Southern blotting”
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Bacillus thuringiensis var. israelensis SPS1: CHARACTERIZATION OF THE cry
GENES PROMOTOR REGION AND EFFECT ON Aedes aegypti (L.) (DIPTERA:
CULICIDAE) LARVAE

SUMMARY - Among the microorganisms used for mosquitoes’ control the
bacterium Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) is frequently considered since it
presents toxic activities’ against Diptera, producing crystal inclusions including Cry
proteins, which are coded by a sole plasmid borne set of genes. The production of
these proteins in large scale is related to transcriptional mechanisms, as an example, a
particular gene expression controlled by a strong promoter. Since the Bti bacterial
isolate SPS1 (Patent Pl0200228-0) was isolated within the Brazilian territory and
exhibits potential for the control of vector insects due to a higher crystal production
ability in shorter time period, this work had as objective the characterization of the
promotion region for the genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa using PCR and “Southern
blotting” techniques. Also some bioassays using Aedes aegypti larvae were carried out.
The results from the molecular analysis have indicated homology for the hybridization
profile from the promoter region from the type strain of Bti T14-001 and that of the SPS1
isolate. Spectrofotometric (ODgoonm) and Neubauer chamber measures have revealed
that the SPS1 isolate produces a higher amount of spore/crystal as compared to the Bti
T14-001 strain. The bioassay presented higher mortality levels. These results seem to
indicate that the isolate SPS1 is a promising bacterial strain to be used on formulations

able to control insect vector pests.

Keywords: Bacillus thuringiensis var. israelensis, bioassay, biological control, “Southern
blotting”



1. INTRODUCAO

A dengue é uma doenga re-emergente que se tornou um grave problema de
saude publica, sendo responsavel por elevados indices de morbidade e mortalidade no
Brasil, assim como em outras localidades do mundo. No entanto, a constante
transmissao da doenca aumentou a preocupacao da opinido publica e das autoridades
nos diferentes niveis de governo (TAUIL, 2002).

E uma arbovirose causada pelo virus do género Flavivirus, do qual sdo
conhecidos quatro sorotipos. A transmissdo do agente etiol6gico ao homem suscetivel
se da pela picada do mosquito da espécie Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera:
Culicidae), principal vetor, infectado pelo virus. E um mosquito de habitos doméstico e
diurno, utilizando-se preferencialmente de depdsitos de dgua limpa para deposi¢cao dos
ovos (BRASIL, 2001).

A doenca se apresenta clinicamente sob duas formas: dengue classica e a
dengue hemorragica. O processo infeccioso desencadeado pelo virus da dengue possui
um amplo quadro clinico, podendo variar desde uma simples infecgdo inaparente
(assintomatica), até quadros mais graves, nos quais se verificam hemorragias, abrupto
aumento da permeabilidade vascular e desenvolvimento de choque hipovolémico
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997).



A eliminacao de mosquitos e vetores de endemias é realizada na grande maioria
das vezes, pela utilizacdo de inseticidas sintéticos altamente toxicos e de amplo
espectro de agdo, que resulta em conseqiéncias graves ao ser humano € ao meio
ambiente, além de causar o aparecimento de populagbes de insetos resistentes
(VILARINHOS et al., 1998). Isto indica a necessidade de se reduzir o consumo destes
produtos através do emprego de alternativas de controle mais eficazes e seguras. Com
isso 0s agentes de controle biolégico aparecem como uma alternativa econémica e
ecologicamente viavel.

Dentre os microrganismos empregados no controle biologico de mosquitos, a
bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis se destaca por apresentar atividade toxica
contra insetos da ordem Diptera (culicideos e simulideos), a qual possui vantagens
como a especificidade em relagdo ao inseto-alvo, ndo polui 0 ambiente, ndo é nociva a
fauna e a flora, e ndo apresenta toxicidade ao homem (LERECLUS et al., 1993).

E uma bactéria Gram-positiva, aerébia e tem como caracteristica principal a
producédo de inclusdes protéicas bioinseticidas (proteinas Cry) durante a esporulagdo, o
qgue confere a ela a caracteristica entomopatogénica (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000).
As proteinas Cry desta espécie bacteriana sdo codificadas por genes cry, que estdo
presentes em um unico plasmideo de 72 MDa (LERECLUS et al., 1989).

A patogenicidade e a especificidade de uma dada linhagem de B. thuringiensis é
determinada pelos tipos de genes cry funcionais que a mesma possui, ou seja, a
atividade inseticida da bactéria B. thuringiensis var. israelensis é resultante da acao de
quatro genes principais (cry4Aa, cry4Ba, cry11Aa e cyt1Aa), todos localizados em um
tnico plasmideo (CRICKMORE et al., 1998). E importante salientar que as toxinas de B.
thuringiensis var. israelensis agem sinergisticamente, ou seja, quando isoladas tém seu
efeito reduzido. Este numero de toxinas reduz a probabilidade do desenvolvimento da
resisténcia (BELTRAO & SILVA-FILHA, 2007).

A bactéria B. thuringiensis var. israelensis SPS1 utilizada neste trabalho, foi
isolada em territério brasileiro e patenteada (Patente P10200228-0) por LEMOS & SENA
(2002) pois produz uma maior quantidade de esporos/cristais se comparada com outra



linhagem de B. thuringiensis var. israelensis e apresenta atividade tdxica a insetos da
ordem Diptera.

A producao em grande escala destas proteinas Cry pela bactéria B. thuringiensis
esta relacionada a mecanismos transcricionais e pds-transcricionais. Um dos
mecanismos transcricionais envolvidos neste processo consiste na expressdao de um
gene, sob o controle de um promotor forte (AGAISSE & LERECLUS, 1995).

Atualmente, varios estudos sdo desenvolvidos baseados nas técnicas de biologia
molecular visando a caracterizagdo de microrganismos, nos quais ja sao conhecidas
vérias aplicagdes da tecnologia do DNA recombinante no controle bioldgico de insetos,
sendo que a maioria dos exemplos provem de bactérias, principalmente empregando B.
thuringiensis e espécies correlatas (AZEVEDO, 1998).

A variabilidade genética existente entre diferentes isolados de B. thuringiensis €
estudada principalmente através da utilizacdo de técnicas que tem como base a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e tem como caracteristica a amplificacao
exponencial de uma determinada sequéncia de &cido nucléico in vitro, através da
utilizagao de oligonucleotideos iniciadores (MULLIS & FALLONA, 1987). Associada a
esta, a técnica de “Southern blotting” é empregada visando a hibridizacao de genes que
codificam o cristal toxico (sondas), com o DNA em estudo, de modo a comparar,
geneticamente, isolados pouco conhecidos de B. thuringiensis, além de identificar o
potencial inseticida de uma determinada toxina (BROWN, 2003).

Em adicdo as técnicas moleculares, a verificacdo da atividade toxica de
linhagens de B. thuringiensis em insetos-alvo também é realizada por meio de testes de
patogenicidade, onde uma populacdo € infectada pelo patégeno e o efeito € avaliado
através da morte ou pelo surgimento de sintomas (HABIB & ANDRADE, 1998).

Tendo em vista que a dengue € uma doenca de grande importancia mundial e
que a procura por métodos mais eficientes e seguros de controle dos vetores desta €
constante, tornam-se necessarios a realizacao de estudos mais detalhados em relagcao
a bactérias entomopatogénicas como o isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1
(diptero-especifico), visto que ele foi descrito e patenteado como sendo uma bactéria



qgue esporula mais rapidamente, ou seja, produz um numero maior de células (esporo +
cristal) quando comparada a outra linhagem ja estudada.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo a caracterizagdo molecular da
regido promotora dos genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa do isolado de Bacillus thuringiensis
var. israelensis SPS1 pelo emprego das técnicas de PCR e “Southern blotting”, e a
realizagdo do teste de patogenicidade (bioensaio) com larvas de 3° e 4° instar de A.
aegypti, visando a comparacao da eficiéncia das proteinas Cry presentes na linhagem
padrao de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 e no isolado de B. thuringiensis var.
israelensis SPS1.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Dengue: aspectos gerais

A dengue é hoje a arbovirose mais importante do mundo, sendo endémica em
todos os continentes, exceto na Europa (TAUIL, 2002; CLARO et al., 2004).
Aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas encontram-se sob o risco de se infectarem,
principalmente em paises tropicais onde as condi¢des climaticas sdo favoraveis a
proliferacdo do mosquito vetor (TAUIL, 2002).

Dentre as doengas virais de transmissao vetorial, ela € a que mais causa impacto
em termos de morbidade e mortalidade na populagdo mundial atualmente e também
exige esforcos e investimentos cada vez mais intensos dos servigcos de saude publica
(GUBLER, 2002; TAUIL, 2002). E uma doenga cujo agente infeccioso é um arbovirus
(virus assim denominado por ser transmitido por inseto), do Género Flavivirus, Familia
Flaviviridae, do qual sdo conhecidos quatro diferentes sorotipos (DEN - 1, 2, 3 € 4)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997; BRASIL, 2001; TAUIL, 2001).

A doenga se manifesta clinicamente sob duas formas: dengue cléssica (DC),
também descrita como febre da dengue (FD - “dandy fever”’) e a dengue hemorragica
(DH) ou febre hemorragica da dengue (FHD) (MORAIS, 1998). As caracteristicas

clinicas da dengue variam de acordo com a idade do paciente. Os jovens e as criangas



podem apresentar febre com sintomas nao especificos e os adultos podem ter
sindrome febril suave ou sintomas classicos da doenca que sdo: febre alta inicial
abrupta, dor de cabeca, dor atras dos olhos, dores musculares e nas articulacbes e
erupgao cutanea. A dengue hemorragica € uma complicagdo que pode levar a morte.
Seus sintomas sao a febre alta, fendmenos hemorragicos, freqlientemente ha a
dilatacdo do figado e, em casos severos, falhas na circulagcdo. A doenca normalmente
comegca com uma ascensao repentina da temperatura acompanhada de uma
indisposicdo que comega com um aumento subito da temperatura seguida por tremor
facial e outros sintomas nao especificos. A febre geralmente permanece por dois a sete
dias, podendo a temperatura corporal atingir 40-41°C, levando o individuo a convulsdes
febris e hemorragia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997; BRASIL, 2001).

A dengue ocorre principalmente nas regibes tropicais e sub-tropicais,
predominantemente em d&reas urbanas e semi-urbanas, e o agente patogénico se
dissemina em um ciclo que envolve: homem — A. aegypti — homem (COSTA, 2001;
BRASIL, 2002; OLIVEIRA, 2006).

Entre os fatores associados a emergéncia da dengue e da dengue hemorragica
nas Américas estdo o acelerado crescimento e as urbanizagdes populacionais,
associados a insuficiéncia no controle do vetor e ao aumento do transito de pessoas
entre os paises. A urbanizacao, rapida e desordenada, associada a uma distribuicdo
desequilibrada dos niveis de renda, conduz a uma propor¢cdao cada vez maior de
pessoas vivendo em d&reas onde o abastecimento de agua, esgotamento sanitério e
coleta de lixo sédo precarios ou inexistentes (GUBLER & CLARK, 1994 e 1996; TAUIL,
2001). Como a agua ¢€ indispensavel a sobrevivéncia, a populacdo que habita esses
locais vé-se obrigada a armazenar agua em depdsitos domésticos, que servem como
criadouros do vetor. Da mesma forma, como o acumulo de lixo é incompativel com a
vida, seu depoésito em areas peridomiciliares leva ao acumulo de recipientes que
servem de reservatérios do vetor, particularmente nos meses chuvosos do ano (CLARO
et al., 2004).



2.2. A espécie Aedes aegypti(Linnaeus, 1762)

A ordem Diptera compreende cerca de 130.000 espécies conhecidas,
subdivididas em 125 familias, agrupadas em duas subordens Brachycera e
Nematocera, sendo que na segunda encontra-se a familia Culicidae (mosquitos e
pernilongos) com aproximadamente 3.000 espécies, na qual estdo incluidos os
mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles e Culex, principais vetores transmissores de
patdgenos de endemias no Brasil, causadores respectivamente da dengue e febre
amarela, malaria e filariose. Estes insetos possuem ampla distribuicdo estando
presentes nos diferentes habitats: florestais, rurais e urbanos (MARCONDES, 2001).

No Brasil, o principal transmissor do agente etiolégico da dengue € o mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), pertencente ao Filo Arthropoda, Ordem Diptera,
Familia Culicidae, Género Aedes (Figura 1).

Figura 1. Adulto de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae). Fonte:
LEONARD E. MUNSTERMANN. Yale University School of Medicine, 1995.



A espécie A. aegypti é originaria da Africa e é considerada cosmopolita, pois
atualmente encontra-se distribuida dentro de zonas isotermais de 20°C em regides
tropicais, subtropicais e temperadas (BRASIL, 2001). Acredita-se que o A. aegypti foi
introduzido no Brasil no periodo colonial, provavelmente durante o trafego de escravos
provenientes de regiées onde o mosquito ja existia (BELTRAO, 2006).

Em territorio brasileiro este vetor foi erradicado na década de 1950, mas nas
décadas de 60 e 70 ele voltou a colonizar o pais, vindo dos paises vizinhos que nao
haviam conseguido promover a sua total erradicacéo. O A. aegypti desenvolveu em sua
trajetéria evolutiva um comportamento estritamente sinantropico e antropofilico, sendo
reconhecido entre os culicideos como a espécie mais associada ao homem (NATAL,
2002). Devido a sua importancia como vetor da dengue (arbovirose de grande impacto
em saude publica), pesquisadores americanos sequienciaram recentemente o genoma
do mosquito A. aegypti, obtendo uma seqiéncia genémica com tamanho de
aproximadamente 1,38 Gbp.

E um mosquito com ciclo de vida curto variando de 08 a 12 dias, e possui um
ciclo biolégico que compreende as seguintes fases: ovo, quatro estadios larvais, pupa e
adulto (BRASIL, 2001; FORATTINI, 2002) (Figura 2).

Os ovos do A. aegypti medem aproximadamente 1 mm de comprimento,
possuindo formato alongado e fusiforme. Sao depositados pela fémea, individualmente,
nas paredes dos depdsitos que servem como criadouros, préximos a superficie da
agua. No momento da postura os ovos sdo brancos, mas rapidamente adquirem a cor
escura brilhante (BRASIL, 2001).

Como o A. aegypti € um inseto holometabdlico, a fase larval € um periodo de
nutricdo e desenvolvimento pelo qual as larvas passam a maior parte do tempo se
alimentando de matéria organica acumulada nas laterais ou no fundo de recipientes. As
larvas possuem quatro estadios evolutivos. A duracdo desta fase depende da
temperatura, disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro. Elas séo
compostas por cabecga, torax e abdémem. Possuem movimento em forma de serpente,
movendo-se em S ao se deslocarem. S&o sensiveis a movimentos bruscos na 4gua e

sob feixe de luz deslocam-se com rapidez buscando refugio no fundo do recipiente



(fotofobia). Para respirar as larvas vém a superficie onde permanecem em posicao
vertical (BRASIL, 2001).

Ja as pupas possuem 0 aspecto de virgula e é nesta fase que elas cessam a
alimentacao, devido ao periodo de metamorfose do estagio larval para o adulto. Séo
divididas em cefalotérax e abdémem. Normalmente ficam paradas na superficie da
agua e se movimentam ativamente quando perturbadas (BRASIL, 2001; MARCONDES,
2001).

O mosquito quando adulto é escuro com faixas brancas nas pernas e no corpo,
em um desenho em forma de “lira” na parte dorsal do térax. O adulto do A. aegypti é a
fase reprodutora do inseto, sendo neste estagio dependente da ingestdo de
carboidratos para o aumento da atividade metabdlica e conseqliente longevidade. As
fémeas sao preferencialmente hematéfagas, sendo que o repasto sangliineo esta
intimamente relacionado a maturacdo dos ovos. Os machos alimentam-se de
carboidratos extraidos dos vegetais (seiva) (BRASIL, 2001; MARCONDES, 2001).

MOSQUITO ADULTO

ovo

PRIMEIRO ESTADIO
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

TERCEIRO ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 2. Estagios de desenvolvimento do Aedes aegypti. Fonte:
<http://www.ohiomosquitocontrol.org/about.html>. 10 maio 2007.
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A transmissao do agente patogénico da dengue ao homem ocorre através da
picada da fémea de A. aegypti infectada com um dos quatro sorotipos do virus
(MONATH, 1994; DONALISIO & GLASSER, 2002). Depois de incubado por 8-10 dias, a
fémea infectada é capaz, durante o repasto sanguineo, de transmitir o virus a individuos
suscetiveis. Uma vez infectados, os mosquitos podem transmitir o virus durante todo o
seu ciclo de vida, inclusive aos seus descendentes por transmissdo vertical ou
transovariana (JOSHI et al., 1996; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997). Além da
transmissdo de doengas, os mosquitos causam grande incomodo e irritagdo tanto para
o homem como aos animais, pelo fato das fémeas serem hematéfagas e, em alguns
casos, antropofilicas (alimentam-se exclusivamente de sangue humano)
(MARCONDES, 2001).

Este inseto possui habitos domésticos, com atividade hematofdgica diurna
(SILVA et al., 2002; FORATTINI & BRITO, 2003). Vive e se reproduz em ambientes
com agua limpa proximos a habitacdo humana, embora tenha sido observado também
em ambientes poluidos (CLEMENTS, 1999). Coloca seus ovos na parede de
recipientes com agua, como: vasos de plantas, tambores, pneus, caixas d’agua,
garrafas, e também em ambientes naturais como pocas, lagoas, buracos em arvore,
bromélias, internédios de bambu, entre outros (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; CLARO
et al., 2004). O A. aegypti tem revelado grande capacidade de adaptacao a diferentes
situagdes ambientais desfavoraveis (TAUIL, 2002; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2002).

Dentre os fatores que podem estar disseminando o virus da dengue, cabe
considerar: a intensificacdo das trocas comerciais entre os paises; 0os movimentos
migratorios; a alta densidade populacional nas areas metropolitanas; o crescimento
desordenado das cidades, onde o abastecimento irregular da 4gua e a inadequada
coleta e armazenamento do lixo facilitam a proliferagdo de mosquitos; a produgéo do
sistema industrial moderno que resulta na fabricacdo de grande quantidade de
recipientes descartaveis como plasticos, latas e outros materiais, cujo destino
inadequado também contribuem para a disseminacado do inseto transmissor do virus
(GUBLER, 1997; TAUIL, 2001).
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Fatores extrinsecos como precipitacdo pluviométrica, temperatura, altitude,
topografia e umidade relativa, condicionam a sobrevivéncia e reproducdo desses
vetores (FORATTINI, 2002; RIBEIRO et al., 2006). A incidéncia de A. aegypti eleva-se
significativamente nos primeiros meses do ano, alcangando maior magnitude de margo
a maio, seguida de reducédo brusca destas taxas a partir de junho. Este padrao sazonal,
que nem sempre € observado em outros paises, tem sido explicado pelo aumento na
densidade das populacbes do A. aegypti em virtude do aumento da temperatura e
umidade, que sado registradas em grandes extensdes de nosso territério, durante o
verdo e o outono (VILARINHOS et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2002).

Ha varios anos a dengue € um dos mais sérios problemas de saude publica do
Brasil, causando preocupagao no governo e na populacao de vérias partes do pais. A
principal tatica adotada para o combate do mosquito é o uso macico e desordenado de
produtos quimicos (organofosforados, carbamatos e piretroides) (TUN-LIN et al., 1995;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002)
para o controle de adultos e larvas (LIMA et al., 2003; LIMA et al., 2006), bem como
medidas sanitarias para eliminar as condicdes ambientais favoraveis a proliferacdo dos
mosquitos vetores.

Devido ao seu amplo espectro de acao, os inseticidas atingem espécies nao-alvo
provocando um grande impacto ambiental. Entretanto, o uso intensivo de agentes
quimicos aumenta o custo de controle, pode afetar a saude publica devido a sua
toxicidade, causam desequilibrio nos ecossistemas, contaminam alimentos, solo e
agua, e podem promover o desenvolvimento de populacdes de insetos resistentes
(VILARINHOS et al., 1998), visto que a resisténcia de mosquitos a inseticidas quimicos
€ atualmente uma questdo de interesse mundial (SINA & AULTMAN, 2001). Diante
deste cenario negativo, faz-se necessario a busca por agentes de controle de insetos
mais eficazes e sobretudo seguros. Com isso os agentes de controle biolédgico

aparecem como uma alternativa econémica e ecologicamente viavel.
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2.3. O agente de controle bioldgico Bacillus thuringiensis

Dentre os agentes de controle biol6gico, os microrganismos se destacam por
apresentarem uma série de vantagens, tendo-se como uma das principais, o seu cultivo
facilitado em larga escala (RUAS-NETO, 1984; ZINIU & LONGSHENG, 1990). As
bactérias sdo os microrganismos que mais chamam a atengdo de pesquisadores e
industriais em todo o mundo, devido principalmente ao seu modo de acdo e
especificidade (FEITELSON et al.,, 1992). As principais bactérias entomopatogénicas
pertencem as familias Bacillaceae, Paenibacillaceae, Streptococaceae e
Achromobacteriaceae (ARONSON et al., 1986).

Entre as bactérias de importancia econémica, o agente entomopatogénico
Bacillus thuringiensis destaca-se dentre 0s organismos empregados no controle
biolégico, por apresentar atividade téxica contra insetos das ordens Lepidoptera,
Diptera e Coleoptera, estando nelas inclusas importantes pragas agricolas como
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) e Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818)
(Lepidoptera: Noctuidae) e vetores de doencas de importancia mundial pertencente aos
géneros Culex, Aedes e Anopheles (LERECLUS et al., 1993), além de atingir outros
organismos como nematéides (FEITELSON et al., 1992).

A primeira mencao em doencas a insetos causada por este tipo de bactéria data
de 1901, quando o bidlogo S. Ishiwata, no Japdo, isolou uma bactéria esporulante que
causava mortalidade em bicho-da-seda (Bombyx mori) (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Bombycidae), sendo esta denominada como “sotto-disease”. Em 1911, Berliner
descreveu pela primeira vez um bacilo isolado a partir de Anagasta kuehniella (Zeller,
1879) (Lepidoptera: Pyralidae) e, em 1915, o batizou de B. thuringiensis, nome
concedido em homenagem a provincia da Thuringia (Alemanha) (GLARE &
O’'CALLAGHAM, 2000).

E uma bactéria Gram-positiva, catalase positiva, aerébia, podendo também
crescer em anaerobiose (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000), quimioheterotrofica, cuja
temperatura ideal de crescimento é em torno de 30°C + 2° C (MORAES & CAPALBO,
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1986). Suas células vegetativas possuem forma de bastonete, medindo cerca de 1,0 a
2,0 um de largura por 3,0 a 5,0 wum de comprimento. Esta bactéria é geralmente mével,
possuindo flagelos peritriquios.

A espécie B. thuringiensis € um microrganismo encontrado em solos, insetos
mortos, plantas, produtos armazenados, que se diferencia dos demais por produzir,
durante o processo de esporulagdo, uma inclusdo protéica (cristal) composta por
subunidades com poder téxico (proteinas Cry), tendo atividade contra mais de 300
espécies de insetos e acaros pertencentes a 15 ordens, o que confere a esta bactéria a
caracteristica entomopatogénica (GLARE & O’CALLAGHAM, 2000). Estes cristais
quando solubilizados em condi¢des especificas de pH atuam no sistema digestivo dos
insetos e as pro-toxinas sdo convertidas em d-endotoxinas. As toxinas hidrolisadas
cruzam a membrana peritréfica, ligam-se de maneira irreversivel a receptores
especificos nas células colunares do intestino médio formando poros que aumentam a
permeabilidade da membrana, interferindo no gradiente ibnico e balan¢go osmotico da
membrana apical. O aumento na absor¢do de agua causa lise celular e eventual ruptura
e desintegracdo das células do intestino médio (HOFTE & WHITELEY, 1989;
KNOWLES, 1994; COPPING & MENN, 2000).

As proteinas Cry por sua vez sao codificadas por genes cry, que podem estar
presentes tanto no cromossomo como em grandes plasmideos (40-200 MDa) ou em
ambos (GONZALEZ et al., 1982; SANCHIS et al., 1988).

Os produtos a base de B. thuringiensis nao sao prejudiciais a mamiferos, nao
atingindo a fauna ou a flora, ndo sendo poluentes e, devido a sua grande
especificidade, ndo atingem os inimigos naturais dos insetos-alvo (SMITS, 1997). Estes
fatos propiciam sua utilizagdo ha mais de 40 anos em programas de controle biologico
em todo o mundo. Atualmente, tais produtos representam mais de 90% de todo o
controle biolégico de insetos efetuado no mundo e cerca de 2% do mercado de
agrotéxicos (VALADARES-INGLIS et al., 1998; DIAS et al., 2002).
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2.4. A bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis (diptero-especifico)

No inicio da década de 1970, a bactéria entomopatogénica B. thuringiensis era
usada exclusivamente no controle de insetos-praga na agricultura. Posteriormente, a
descoberta em Israel de um isolado patogénico a dipteros, denominado de B.
thuringiensis var. israelensis (DE BARJAC, 1978; BECKER, 2000) por GOLDBERG &
MARGALIT (1977), iniciou o uso dessa bactéria no controle de vetores de doencgas de
importancia mundial, pertencentes aos géneros Culex, Aedes, Anopheles e Simulium
(LERECLUS et al., 1993; HABIB & ANDRADE, 1998; CAVADOS et al., 2001; REGIS et
al., 2001; LUNA et al., 2004). A cepa de B. thuringiensis var. israelensis foi isolada a
partir do intestino de larvas moribundas de Culex, sendo posteriormente caracterizada
pelo método do antigeno-H como sorovariedade H-14 (DE BARJAC, 1978). O B.
thuringiensis var. israelensis € uma bactéria encontrada naturalmente no solo, em
ambientes aquaticos e em cadaveres larvais de insetos (ALY et al., 1985).

O interesse comercial pelo desenvolvimento de produtos para o controle
biolégico de insetos teve inicio por volta de 1950, quando pesquisadores perceberam a
possibilidade de manipular microrganismos causadores de epizootias em insetos
suscetiveis, sem danificar espécies benéficas. Bactérias esporulantes podem ser
utilizadas no desenvolvimento de produtos, inclusive em escala industrial, envolvendo
as seguintes etapas: fermentacdo, recuperacao do ingrediente ativo e formulacao
(MORAES et al., 1998).

Dentre os processos fermentativos empregados para B. thuringiensis var.
israelensis, 0 comumente usado é o processo submerso descontinuo, onde utiliza-se o
meio nutritivo liquido para suspender e propagar a biomassa bacteriana. Na etapa final
da fermentacéo as fases de nutrientes se tornam limitantes, promovendo a esporulagéao
e posterior liberagdo de cristais e esporos no meio de cultura (BRYANT, 1994). O passo
seguinte consiste em recuperar o principio ativo, podendo ser utilizados os métodos de
centrifugacdo, micro filtracdo ou floculagdo visando a recuperagdo dos esporos e
cristais protéicos que se encontram misturados no meio (LUNA et al., 2003).
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A utilizacao desta bactéria no controle biolégico de mosquitos tem se destacado
entre as diversas estratégias que compde os Programas de Manejo Integrado de
Pragas (MIP) do mundo, por apresentar diferentes modos de acado (STEVENS et al.,
2004) devido a atuagdo dos produtos em mais de um processo bioquimico e/ou
fisiolégico, matando o inseto de diferentes maneiras, e também por possuir vantagens
como a especificidade em relacdo ao inseto-alvo, ndo sendo nociva a flora e a fauna,
além de nao poluir o meio ambiente. Além disso, B. thuringiensis var. israelensis nao é
toxica a humanos (LUNA et al., 2004), uma caracteristica muito importante, pois os
agentes de controle sdo geralmente aplicados em areas urbanas, com pessoas
proximas a aplicagdo (POLANCZYK et al., 2003).

Os produtos a base de B. thuringiensis var. israelensis possuem inumeras
formulacdes e sao usados contra diversas espécies de mosquitos (NAYAR et al., 1999;
BATRA et al., 2000), com um prego um pouco superior aos produtos tradicionalmente
utilizados, mas competitivos quando considerados 0s custos sociais e ambientais do
uso de inseticidas ndo seletivos em ecossistemas aquaticos (VILARINHOS et al., 1998).

Atualmente, a bactéria B. thuringiensis var. israelensis é comercializada em larga
escala para o controle de mosquitos e borrachudos, € um grande nimero de produtos
eficientes estdo disponiveis no mercado. No Brasil o B. thuringiensis var. israelensis
teve grande relevancia pois este biolarvicida foi integrado no combate ao vetor da
dengue no ambito do “Programa de Controle do A. aegypti” (PCA), conduzido em varios
municipios afetados pela doenca (BRAGA et al., 2004). Nos estados do Rio de Janeiro,
Ceara e Rio Grande do Norte foi recomendada a substituicdo do inseticida temephos
(organofosforado) por biolarvicidas a base de B. thuringiensis var. israelensis
considerado um dos agentes de controle biologico mais eficazes contra culicideos
(BRASIL, 2000). Segundo BECKER et al. (2000), o emprego desta bactéria no controle
de Aedes vexans, Culex pipiens e outras espécies de mosquitos por mais de 15 anos
na Alemanha, foi um modelo de grande sucesso. Tais formulagcées também tém sido
utilizadas em programas de controle de paises como Franga, Espanha, Hungria, Suica,
Russia, Italia, Eslovénia, lugoslavia e Estados Unidos (BECKER & MARGALIT, 1993).
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2.4.1. Toxinas inseticidas e seu modo de acao

A patogenicidade e a especificidade de uma linhagem de B. thuringiensis s&o
determinadas pelos tipos de genes cry funcionais que a mesma possui, sendo estes
codificadores das proteinas Cry (LI et al., 1991).

A eficacia da bactéria B. thuringiensis var. israelensis no controle biolégico deve-
se a presenca de proteinas situadas em corpos paraesporais (cristais) (CHARLES &
NIELSEN-LEROUX, 2000; REGIS et al., 2001). Estes cristais sdo sintetizados na forma
de pro-toxinas durante a fase estacionaria, no final do crescimento da forma vegetativa,
e constituidos por polipeptideos que recebem a denominacao de proteinas Cry. Séao
acumulados na célula mae esporulada (YAMAMOTO & DEAN, 2000), sendo liberados
juntamente com os esporos no momento da lise celular (Figura 3). A atividade téxica
destas proteinas esta associada ao componente N-terminal, enquanto que o
componente C-terminal determina a formagédo da estrutura do cristal (LI et al., 1991).
Resultante do processo de esporulacdo, além da producao das proteinas Cry, tem-se a
presenca de um enddsporo dormente, que sob condi¢gdes favoraveis pode germinar
dando origem a uma célula vegetativa (MORAES et al., 1998).

O potencial inseticida da linhagem de B. thuringiensis var. israelensis (diptero-
especifico) resulta da agdo de quatro genes principais, sendo que trés codificam para
proteinas Cry (Cry4Aa, Cry4Ba e Cry11Aa), e um codifica uma citolisina (Cyt1Aa -
toxina com atividade citolitica e hemolitica) (CRICKMORE et al., 1998), todos
localizados em um unico plasmideo de 72 MDa (GONZALEZ & CARLTON, 1984;
LERECLUS et al.,, 1989). Estes plasmideos sdo moléculas de DNA circular,
extracromossdémicos, que tém origem de replicacdo autbnoma, encontrados em
bactérias. Geralmente, eles sdo constituidos por genes que conferem vantagens
adaptativas e sdo habitualmente empregados na engenharia genética, principalmente
como veiculos de clonagem (AZEVEDO, 2003).



17

Figura 3. Fotografia de Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bt) em microscopio.
Microscopia de fase (A), microscopia eletrénica de varredura (B), microscopia eletrénica
de transmissao (C). A) Células vegetativas em fase de esporulacdo. A multiplicagao
ocorre por divisdao, formando assim uma longa cadeia de bactérias contento esporos (s)
e cristais (c). B) Cristais purificados. C) Bactéria em fase de esporulagao e producao de
inclusodes cristalinas. Apds a ruptura da célula, o esporo e o cristal sdo liberados no
meio. O potencial larvicida de Bti advem das proteinas que constituem o cristal (visivel
pelos diferentes tons de cinza). Fonte: BOISVERT & LACOURSIERE (2004).

E interessante notar que as toxinas produzidas por B. thuringiensis var.
israelensis agem sinergisticamente, ou seja, quando isoladas tém menor efeito do que
juntas (cristal nativo) (GILL et al., 1992; CRICKMORE et al., 1995; HUGHES et al.,
2005; BELTRAO & SILVA-FILHA, 2007). Em estudo realizado para avaliacdo da
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toxicidade do B. thuringiensis var. israelensis para Chironomus tepperi (Skuse, 1889)
(Diptera: Chironomidae), constatou-se que a toxicidade do cristal nativo era superior do
que quando as fragoes tdxicas eram utilizadas separadamente (HUGHES et al. 2005).
Esta agdo sinérgica ocorre normalmente quando sdo usados mais de um agrotdxico
(DELECLUSE et al., 2000). Este grande nimero de toxinas reduz a probabilidade do
desenvolvimento da resisténcia (BECKER, 2000; WIRTH et al., 2000; REGIS et al.,
2001).

As proteinas Cry4Aa e Cry4Ba sao ativas contra dipteros (culicideos e
simulideos). Os genes cry4A e cry4B foram isolados de estirpes de B. thuringiensis var.
israelensis e codificaram proteinas de 135 e 128 kDa, respectivamente, que se
agregaram com o produto de 27 kDa de cyt1A, formando cristais complexos de forma
ovéide (HOFTE & WHITELEY, 1989) ou composta (esférica ou retangular) (LERECLUS
et al., 1989). A forma do cristal € determinada pelo numero de proteinas Cry presentes,
e uma relacao parcial entre a composicao da proteina e sua estrutura molecular foi
estabelecida por LERECLUS et al. (1993) e GLARE & O'CALLAGHAM (2000). As
proteinas Cry4A e Cry4B apresentam similaridade de 40% entre suas porcdes N-
terminal e sao proteoliticamente convertidas a fragmentos téxicos entre 53 e 78 kDa
(BRAVO & QUINTERO, 1993; LERECLUS et al., 1993).

Apenas uma proteina da classe Cry10 (Cry 10Aa) que tem atividade contra
dipteros é conhecida. Esse gene foi isolado da estirpe de B. thuringiensis var.
israelensis e codificou uma proteina de 78 kDa. Semelhante a Cry10, os genes
codificantes das proteinas Cry11Aa e Cry11Ba também foram isolados a partir de B.
thuringiensis var. israelensis e codificaram proteinas respectivamente de 72 e 81 kDa
que sdo ativas contra dipteros (HOFTE & WHITELEY, 1989).

A produgc@o em grande escala das proteinas Cry pela bactéria B. thuringiensis
esta relacionada a mecanismos transcricionais e pds-transcricionais. Um dos
mecanismos transcricionais consiste na expressdo de um gene, sob o controle de um
promotor forte, em uma célula que ndo sofrerd nenhum tipo de divisdo. Em B.

thuringiensis, as proteinas Cry sdo sintetizadas durante a fase de esporulagéo e a
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maioria dos genes cry esta sob o controle de promotores ativados nesta fase (AGAISSE
& LERECLUS, 1995).

Estudos da regulagdo génica de Bacillus subtilis revelaram que o0 processo de
esporulacdo € controlado espacial e temporalmente pela ativacdo sucessiva de 6
fatores sigma (o) (ADAMS et al., 1991). O primeiro fator sigma a ser ativado é OA,
especifico da fase vegetativa. Os demais fatores expressos na fase de esporulacao séo
chamados de oH, oF, ok, oG e oK, apresentados de acordo com a ordem de ativagao
(AGAISSE & LERECLUS, 1995). Os genes cry4A, cry4B e cry11A, assim como o gene
cyt1A, também sao transcritos por promotores multiplos e ativados pelos fatores 028 e
035 (BROWN & WHITELEY, 1990; DERVYN et al., 1995).

Um fator pés-transcricional regulando a expressdo de genes cry foi observado
em B. thuringiensis var. israelensis. ADAMS et al. (1989) observaram que a presenca
de um fragmento de 0,8 kb “upstream” ao gene cyt era essencial para sua elevada
expressao. Analises deste fragmento revelou a presenga de uma ORF (“Open Reading
Frame”) que codifica para uma proteina de 20 kDa. A presenca desta regido, tanto em
cis como em frans, promoveu um aumento na quantidade de proteina Cyt produzida,
entretanto, ndo houve aumento significativo no seu RNA mensageiro, indicando que o
efeito da proteina de 20 kDa é pés-transcricional. Estes autores detectaram ainda que o
inicio da transcricdo da proteina de 20 kDa ocorre 2 horas antes da transcricdo da
proteina Cyt e que a partir deste ponto ambas as proteinas sdo produzidas (SALLES &
BALDANI, 1998).

O numero de copias de um gene também influencia a sua expressdo. Desta
forma, genes localizados em plasmideos s&o normalmente expressos em maior
quantidade devido ao elevado numero de copias destas estruturas na célula. Em B.
thuringiensis, o numero de plasmideos pode variar de 1 a 16, sendo que eles ainda
variam quanto ao tamanho. A maioria dos genes cry estao localizados em plasmideos
de alta massa molecular de baixo numero de copias. A estirpe de B. thuringiensis
subsp. aizawai possui 2 cépias do gene cry1Ab, uma cépia localizada em um plasmideo
de 45 MDa e outra no cromossomo. Ja os genes cry1C e cry1D estao préximos e

localizados no cromossomo, assim como o gene cry1Aa (LERECLUS et al., 1989). Ao
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contrério desta, a estirpe de B. thuringiensis var. israelensis contém todos os genes
localizados em um plasmideo de 72 MDa. Outra caracteristica que deve ser
mencionada é a associacdo existente entre 0os genes cry e os elementos genéticos
méveis, como exemplo, as sequéncias de inser¢do (IS) e transposons, o que pode
justificar em parte a diversidade e complexidade do espectro de atividade de B.
thuringiensis (LERECLUS et al., 1993).

Em relacdo ao mecanismo de atuacao das proteinas Cry de B. thuringiensis var.
israelensis, sabe-se que os polipeptideos de 72 kDa, chamados de pré-toxinas, sofrem
transformagdes em pH alcalino, tipico do estbmago e intestino dos insetos-alvo, pela
acao de proteases, transformando-se em toxinas de aproximadamente 30 a 35 kDa
(PFANNENSTIEL et al., 1986).

A acao do B. thuringiensis var. israelensis envolve inicialmente a ingestdo dos
cristais, em suspensao na agua, pelas larvas aquaticas de mosquitos. Apds a ingestao,
os cristais sao solubilizados em meio alcalino do intestino médio e as pro-toxinas séo
liberadas, quando ainda ndo exibem atividade biolégica e a ativacdo proteolitica
necessaria. As proteases do intestino desdobram as pré-toxinas e produzem uma
proteina ativada de menor tamanho. Os fragmentos resultantes desta clivagem variam
de 40-44 KDa para os polipeptideos de 125-135 kDa, 30-35 kDa para os de 68 kDa, e
25 kDa para os de 28 kDa (ANGSUTHANASOMBAT et al., 1992). Esta toxina tem que
passar pela membrana peritrofica para ser reconhecida por receptores especificos
presentes nas microvilosidades apicais do intestino médio. Apds a ligacdo com o
receptor, a toxina cria poros que interferem no sistema de transporte de ions pela
membrana do tecido. Este processo causa lise do epitélio do intestino médio e/ou
interrompe a secre¢cado normal, baixando o pH do lumem, favorecendo a germinagao
dos esporos que acarretara na septicemia e morte do inseto (GLARE &
O'CALLAGHAM, 2000). A inibicao da alimentagédo pode ocorrer logo apds a ingestao do
esporo e da toxina do B. thuringiensis, provocando a morte do inseto (HOFTE &
WHITELEY, 1989; KNOWLES, 1994; COPPING & MENN, 2000; GLARE &
O'CALLAGHAM, 2000) (Figura 4).
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O tempo requerido para a expressao maxima € de 24 horas de exposicao das
larvas ao B. thuringiensis var. israelensis, sendo que estudos sobre a sua toxicidade
destacam a susceptibilidade do Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera: Culicidae)
e do A. aegypti, bem como sua inocuidade para a fauna n&o alvo encontrada nos
criadouros destas espécies (GARCIA et al., 1980).
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Figura 4. Representacdo esquematica do modo de acdo dos cristais de Bacillus
thuringiensis var. israelensis no intestino da larva do mosquito (A). Apos a ingestao, os
cristais sao dissolvidos no liquido alcalino do tubo digestivo (1), liberando longas
cadeias de proteinas (2), que sdo seguidamente separadas por enzimas para produzir
os fragmentos téxicos (3). Estas toxinas fixam-se sobre receptores especificos
localizados na membrana das células contidas na parede do tudo digestivo (4).
Provocado pelo desequilibrio bioquimico induzido pela atividade das toxinas, as células
afetadas inflam-se (5 e 6) se rompem (7) causando a perfuracdo da parede do tubo
digestivo. Isto provoca a passagem do suco digestivo para a hemocele (cavidade do
corpo) (|) e o movimento oposto da hemolinfa — o sangue do inseto (1). O rompimento
do tubo digestivo causa a morte do inseto. Fonte: BOISVERT & LACOURSIERE (2004).
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Devido ao seu modo de acgdo, B. thuringiensis var. israelensis apresenta uma
poténcia bioldgica alta quando comparado aos inseticidas quimicos. FEITELSON et al.
(1992) estimaram que B. thuringiensis var. israelensis aplicado em propor¢des da
ordem de 25 x 10?° moléculas/ha é 300 vezes mais potente que piretroides sintéticos e
80 000 vezes mais potente que organofosforados. Segundo SEBESTA & HORSKA
(1970), as proteinas presentes nestes cristais também afetam os insetos durante suas
metamorfoses, impedindo a pupacdo e também, em alguns casos, causando o
envenenamento de insetos adultos. De acordo com LECADET & MARTOURET (1967),
a susceptibilidade de insetos-alvo depende da suas habilidades em pré-digerir (ativar)
as toxinas em questdo, além do fato das atividades destas toxinas variarem quantitativa
e qualitativamente, de acordo com a linhagem que dara origem ao biocida.

Estudos realizados com a estrutura tridimensional das moléculas das toxinas
Cry1Aa (ativa para lepidopteros), Cry3A (ativa para coledpteros) e Cry2Aa (ativa para
dipteros e lepiddpteros) demonstraram semelhancas significativas entre elas. As toxinas
apresentam trés dominios: dominio | (relacionado a inser¢do e formacao de poros na
membrana), dominio Il (responsavel pelo reconhecimento do receptor e, portanto, pela
especificidade da toxina para o inseto) e dominio lll (envolvido com as funcdes dos
dominios | e Il, além de ser responsavel pela estabilidade da toxina) (DE MAAGD et al.,
2003).

Trabalhos desenvolvidos com as toxinas Cry11Aa e Cry4Ba de B. thuringiensis
var. israelensis mostraram que esses trés dominios encontram-se em regides de alta
homologia de aminoacidos entre as proteinas Cry: o dominio | consiste de uma regiao
formada por sete o hélices correspondentes a regido N-terminal; o dominio Il é formado
por folhas B e uma alfa hélice; e o dominio Ill apenas por folhas B, correspondendo a
regido C-terminal da toxina (REVINA et al., 2004). As estruturas tridimensionais das
pro-toxinas Cry4Aa e Cry4Ba foram descritas recentemente e evidenciou-se a presencga
dos mesmos dominios estruturais, confirmando assim uma estrutura tipica de toxinas
gue agem via reconhecimento de receptores nos insetos-alvo (ANGSUTHANASOMBAT
et al., 2004; BOONSERM et al., 2005). No caso da toxina Cry11Aa a hélice a-8 do

dominio Il € um importante epitopo envolvido no reconhecimento do receptor, sendo
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isso responsavel pela seletividade (FERNANDEZ et al., 2005). O receptor Cry11Aa foi
recentemente caracterizado a partir do intestino de A. aegypti como sendo uma
fosfatase alcalina de 65 kDa (FERNANDEZ et al., 2006).

A bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis SPS1 (diptero-especifico) foi
isolada em territério brasileiro, sendo posteriormente patenteada (Patente PI0200228-0)
(LEMOS & SENA, 2002) por produzir uma maior quantidade de esporos/cristais em
menor tempo, se comparada com a linhagem padrdao de B. thuringiensis var.
israelensis. Este isolado encontra-se armazenado na colegdo de Bacillus
entomopatogénicos do Laboratorio de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada
(LGBBA), UNESP, Jaboticabal-SP.

2.5. Caracterizacao de bactérias entomopatogénicas

O estudo qualitativo e quantitativo de caracteres que definem um microrganismo
denomina-se caracterizagdo. A caracterizagdo de um microrganismo pode ser realizada
para a identificacdo de caracteres morfolégicos, fisiolégicos, comportamentais e
genéticos (SOSA-GOMEZ et al., 1998). Muitas vezes esta metodologia também auxilia
no processo de reconhecimento, a nivel especifico, quando uma dada linhagem nao
esta bem definida (FRUTOS et al., 1994).

As técnicas de diagndstico molecular foram inicialmente utilizadas na taxonomia
de microrganismos e tém sido intensamente aplicadas em programas de melhoramento
genético. Além disso, tem por objetivo revelar a variabilidade ao nivel de DNA e,
consequentemente, detectar diferencas entre individuos (MARQUES et al., 2002).

Atualmente, jA& s&o conhecidas varias aplicagbes da tecnologia do DNA
recombinante no controle biolégico de insetos, sendo que a maioria dos exemplos
provem de bactérias, principalmente empregando B. thuringiensis e espécies correlatas
(AZEVEDO, 1998). Com a caracterizagao € possivel discriminar os diversos isolados de
B. thuringiensis através do conhecimento de seus padroes de comportamento e do seu
genoma (distribuicdo dos genes cry) (FRUTOS et al., 1994).
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Avancos na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de métodos
baseados no DNA, capazes de diferenciacao inter e intraespecifica de B. thuringiensis.
Tais métodos podem diferenciar cepas e isolados, podendo também ser empregados
na determinacdo da presenca/auséncia de certos genes cry (POLANCZYK & ALVES,
2003). Segundo ARANTES et al. (2002), a evolucdo no conhecimento da genética
molecular de B. thuringiensis na década de 1980, permitiu a diversificacdo das
estratégias de sua utilizagdo no controle biologico.

A variabilidade genética existente entre diferentes isolados de B. thuringiensis foi
estudada principalmente através da utilizagdo de técnicas que tem como base a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A tecnologia da PCR foi desenvolvida por
Kary Mullis, em meados da década de 80 (MULLIS & FALLONA, 1987; MULLIS, 1990),
e tem como caracteristica a amplificagdo exponencial de uma determinada seqiéncia
de acido nucléico in vitro, através da utilizagdo de oligonucleotideos sintéticos
(iniciadores). Os passos essenciais para a realizagdo de uma PCR sao: 1)
desnaturagdo do DNA a amplificar; 2) hibridagdo dos dois oligonucleotideos iniciadores
(pequenas moléculas de DNA de fita simples) a cada uma das cadeias de DNA
desnaturado; e 3) extensdo dos oligonucleotideos iniciadores mediante um DNA
polimerase estavel (DUCASSE, 1999).

Esta técnica apresenta aplicagdes tais como: a determinacao da persisténcia da
bactéria no ambiente, que segundo BOURQUE et al. (1993), pode ser evidenciada pela
presenca de genes cry, detectada por iniciadores especificos a partir de insetos mortos
provenientes de culturas tratadas com bioinseticidas e a predi¢cdo da atividade téxica de
uma linhagem pela determinagcédo do tipo de genes cry, muitas vezes evidenciando a
presencga de genes desconhecidos e direcionando os trabalhos de bioensaio (CAROZZI
et al., 1991; KALMAN et al., 1993; CHAK et al., 1994; CERON et al., 1995; BRAVO et
al., 1998; VILAS-BOAS et al., 2000; LIMA et al., 2002; VILAS-BOAS, 2002).

Varios trabalhos que utilizam a técnica de PCR, diretamente ou de técnicas dela
derivadas, foram publicados desde a sua descoberta (SCHEINERT et al., 1996; CHEN
& TSEN, 2002; LIMA et al., 2002; PORCAR & JUAREZ-PEREZ, 2003). Tais trabalhos

permitiram avancgos significativos tanto em areas basicas, que procuram o entendimento
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de processos bioldgicos fundamentais, como também em areas aplicadas, na
identificacdo de genoétipos, no diagndéstico de doencgas, em estudos filogenéticos, no
melhoramento genético de microrganismos, plantas e animais (ANDERSON &
STASOVSKI, 1992; OUELLET & SEIFERT, 1993).

A técnica de PCR tem sido ainda empregada em combinagcdo com a técnica de
hibridizagdo por “Southern blotting” (SOUTHERN, 1975), visando a hibridizagédo de
genes que codificam o cristal toxico (sondas), com o DNA em estudo, de modo a
comparar, geneticamente, isolados pouco conhecidos de B. thuringiensis, além de
identificar o potencial inseticida de uma determinada toxina (VISSER, 1989; BROWN,
2003).

A metodologia de “Southern blotting” foi desenvolvida baseada nas propriedades
de hibridagdo dos acidos nucléicos, visando a deteccao e isolamento de sequéncias
especificas destas moléculas. Nesta técnica, o DNA é digerido com uma ou mais
enzimas de restricdo e os fragmentos resultantes separados por eletroforese num gel
de agarose. Os fragmentos de DNA dupla fita sdo visualizados por coloragdo com
brometo de etideo, desnaturados e transferidos para uma membrana por capilaridade.
Tais condigdes permitem que o DNA seja retido na membrana no ponto de contacto
entre o gel e a membrana, criando uma réplica do gel. O DNA é covalentemente ligado
a membrana usando-se calor ou luz ultravioleta. Sondas de acidos nucléicos podem ser
utilizadas para hibridizar com o DNA fixado na membrana e a posi¢ao na qual a ligagéao
especifica ocorrer pode ser detectada no momento da revelagéo, pelo uso de marcagao
com sonda quente (materiais radioativos) ou por marcagdo com sonda fria (reagentes
quimioluminescentes) (MICKOLS et al., 2005).

Em adicédo as técnicas de PCR e “Southern blotting”, outras metodologias como
ensaios de patogenicidade (bioensaios) tém sido utilizadas para analise de genes cry e
suas toxinas. Dessa forma, a determinagao da patogenicidade de um microrganismo ou
do nivel de suscetibilidade de uma populacdo de insetos a um determinado agente
patogénico é realizada, na maioria das vezes, através de bioensaios em laboratorio,

onde uma populacdo é infectada pelo patégeno e o efeito é avaliado, normalmente,



26

através da morte, ou entdo através do surgimento de outros sintomas (HABIB &
ANDRADE, 1998).

Diversos estudos tém sido realizados para encontrar a acao sinérgica
combinadas entre patégeno-patdégeno ou patdégeno-inseticida para controlar insetos-
praga, em especial utilizando-se o B. thuringiensis (GOVINDARAJAM et al., 1976;
RICHTER & FUXA, 1984; LIU & TABASHNIK, 1997; BRODERICK et al., 2000;
BRICKLE et al., 2001). A verificacdo da atividade tdxica em insetos-alvo também é
utilizada quando se pretende desenvolver produtos a base de B. thuringiensis, sendo que
0 bioensaio deve ser feito para garantir a qualidade do produto final, servindo como
parametro para a continuidade das etapas posteriores do processo (HABIB & ANDRADE,
1998).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos do presente estudo foram realizados no Laboratério de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do Departamento de Biologia
Aplicada a Agropecuaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, SP.

3.1. Linhagens e isolado de Bacillus thuringiensis

Para a realizacdo das andlises moleculares e bioensaio foram utilizadas as
linhagens padrdao de Bacillus thuringiensis var. israelensis T14-001 (controle positivo)
(diptero-especifico) e de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (HD-1) (controle negativo)
(lepiddptero-especifico) e o isolado de Bacillus thuringiensis var. israelensis SPS1
(Patente P10200228-0) (diptero-especifico). As linhagens e o isolado empregados neste
estudo pertencem a colecdo do LGBBA, do Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecudria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP.
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3.2. Condig¢oes de cultivo das células bacterianas

As linhagens e o isolado de B. thuringiensis deste trabalho estdo estocados na
forma de fitas de papel filtro impregnadas com suspensdes de esporos e mantidas em
BOD a 10°C. Para o inicio dos experimentos, fitas foram submersas em tubos com
tampa de rosca contendo dgua Milli-Q estéril no dia anterior a repicagem, obtendo-se
uma suspensao de esporos (solugdo trabalho), que foram mantidas em BOD a 10°C.

Para o cultivo das células bacterianas, uma aliquota da solugdo trabalho foi
adicionada em placas de Petri contendo meio de cultura “Nutriente Agar” (NA) (extrato
de carne 3 ¢/L; peptona bacterioldgica 5 g/L e agar 15 g/L) (GORDON et al., 1973) e
semeada com o auxilio de uma alga de Drigalsky esterilizada, sendo posteriormente
incubadas em estufa a 30°C por 16 h. As coldnias obtidas foram inoculadas com auxilio
de uma alga de platina estéril em 50 ml de caldo de infusdo de cérebro e coracao (BHI)
Biobras® (peptona 10 g/L; glicose 2 g/L; cloreto de sédio 5 g/L e fosfato dissédico 2,5
g/L) e submetidas a agitagdo a 200 rpm, por 4 h e 30 min, a 30°C.

3.3. Extracao e quantificacao do DNA genoémico

A metodologia utilizada para extragdo do DNA gendmico das linhagens padréao
de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 e B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1), e do
isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1, seguiu o protocolo descrito por
MARMUR (1961).

As culturas bacterianas provenientes de 50 ml de meio BHI foram centrifugadas
a 7.740 x g, por 15 min, a 20°C. Os precipitados bacterianos obtidos por centrifugacao
pesavam em média 0,5 g, os quais foram ressuspendidos em 6 ml de solugdo salina
[0,15 M NaCl; 0,1 M EDTA, (pH 8,0)] adicionada de lisozima (20 mg/ml), e incubados
por 1h e 30 min, a 37°C. Em seguida, adicionou-se 500 ul de dodecil sulfato de sodio
(SDS) 25% agitando-se suavemente as preparagoes. Posteriormente acrescentou-se

acetato de sédio 2,5 M até a concentragdo final de 1 M.
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As desproteinizagdes foram feitas utilizando-se cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1v/v) e em seguida foram centrifugadas a 9.800 x g, por 15 min, a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados apés a centrifugacéo e em seguida foram adicionados 2
volumes de etanol absoluto gelado. Os precipitados obtidos por centrifugacao a 12.100
X @, por 15 min, a 4°C foram dissolvidos em TE [10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA (pH 7,4)],
ao qual foi adicionado 25 ul de RNAse (10 mg/ml) e incubados por 1h, a 37°C. As
amostras de DNA foram submetidas novamente ao tratamento com cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1v/v), e em seguida foram reprecipitadas com 2 volumes de etanol
absoluto, sendo apds ressuspendidas em 1 ml de TE e estocadas a -20°C até o
momento do uso.

As amostras contendo DNA gendémico foram quantificadas em espectrofotdmetro
BECKMAN® (modelo DU-640B), medindo-se a absorbancia em contraste com uma
amostra de TE, nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a relagdo 260/280
nm calculada. Para estimar a concentracdo do DNA total obtido, foi utilizado o padrao
em que uma unidade de absorbancia a 260 nm equivale a 50 ug de DNA por ml de
solugdo. A razao entre a leitura a 260 nm e 280 nm (DO20/D0O2g0) demonstra uma
estimativa de pureza da preparacao de acido nucléico. Preparacdes puras de DNA tém
valores para este coeficiente no intervalo de 1,8 a 2,0 (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Para analise da qualidade dos acidos nucléicos, uma aliquota das amostras foi
misturada com 3 ul de tampdo de amostra (“loading buffer” - 0,5% de azul de
bromofenol em glicerol 50%) e aplicada em gel de agarose 0,8% contendo brometo de
etideo (0,5 ug/ml), sendo submetida a eletroforese com tampao TEB 1X [Tris 89 mM,
EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM (pH 8,3)], a 70 V, por 2 horas, e ap6s visualizadas
sobre luz UV e fotodocumentadas em equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 -
Bio-Rad®), através do software Quantity-one. Em todas as eletroforeses foi utilizada
uma amostra de DNA com fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos de 1kb “1kb
Plus DNA ladder” produzida pela INVITROGEN®, servindo como referéncia de migracdo
eletroforética.
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3.4. Purificacao do DNA plasmidial por ultracentrifugacao em gradiente de
cloreto de césio com brometo de etideo

A separacao do DNA plasmidial e cromossémico foi realizada de acordo com o
protocolo proposto por SAMBROOK & RUSSEL (2001). Para a realizacdo do método de
ultracentrifugacdo por gradiente de cloreto de césio e brometo de etideo, foram
utilizadas as amostras de DNA gen6mico da linhagem padréao de B. thuringiensis var.
israelensis T14-001 e do isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1 extraidas
pelo protocolo de MARMUR (1961), como descrito no item 3.3, na qual obtiveram uma
quantificacdo em torno de 1500 ng/ul de DNA.

Para a preparagdo das amostras, adicionou-se 1 ml de DNA, 840 ul de agua
Milli-Q estéril, 160 pl de solucao de brometo de etideo (10 mg/ml) e 2 g de CsCl; sélido,
perfazendo um volume de 2 ml de uma solugdo de DNA/cloreto de césio. A densidade
final da solugdo deve ter 1,55 g/ml e a concentragcdo de brometo de etideo deve-se
aproximar a 740 pg/ml. Em seguida as amostras foram colocadas em tubos plasticos de
ultracentrifuga Beckman® (TL-100) e centrifugados em um rotor TLA-100.3 a 264.000 x
g, por 20 h, a 20°C.

Apés a ultracentrifugagao foi possivel visualizar através de luz ultravioleta a
presenca de duas bandas, sendo a superior referente ao DNA cromossémico € a
inferior ao DNA plasmidial. Para a visualizagdo das bandas obtidas neste procedimento
de centrifugacao, foram utilizados equipamentos como 6culos e placa de protecéo a luz
UV. Posteriormente realizou-se a coleta das bandas de DNA com auxilio de uma
micropipeta, sendo que estas foram colocadas em tubos do tipo “eppendorf”
separadamente.

Em seguida foram realizadas lavagens sucessivas para a retirada do brometo de
etideo, nas quais utilizaram-se volumes de N-butanol 1 (saturado com agua ou élcool
isoamilico) que, apds foram misturadas rapidamente em agitador do tipo “vortex” e
submetidas a centrifugacéo a 239 x g, por 3 min, a 25°C.

A remogéo do cloreto de césio das amostras foi realizada através de lavagens no
qual adicionou-se 3 volumes de agua Milli-Q estéril e 2 volumes de etanol absoluto a
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4°C, que apds foram suavemente homogeneizadas e centrifugadas a 10621 x g, por 15
min, a 4°C. Posteriormente, os plasmideos foram ressuspendidos em 30 ul de TE
[1OmM Tris HCI, 1 mM EDTA (pH 7,4)] e os cromossomos em 50 pl do mesmo tampéao.

As amostras contendo DNA plasmidial e cromossémico foram quantificadas em
espectrofotdmetro BECKMAN® (modelo DU-640B), medindo-se a absorbancia em
contraste com uma amostra de TE, nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo
a relagao 260/280 nm calculada (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Para verificagao da integridade das amostras de plasmideo e cromossomo e de
seus respectivos perfis, uma aliquota de DNA destes foi adicionada em 3 ul de tampéao
de amostra (“loading buffer” - 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%) e aplicada
em gel de agarose 0,7% “Low Melting Point” contendo brometo de etideo (0,5 nug/ml),
sendo posteriormente submetida a eletroforese com tampédo TAE 1X [40 mM Tris-
Acetato, 1 mM EDTA (pH 8,3)], a 24 V, por 12 horas, sendo posteriormente visualizadas
sobre luz UV e fotodocumentadas em equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 -
Bio-Rad®), através do software Quantity-one. Para estas eletroforeses foi adotado o
emprego de uma amostra de DNA com fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos
de 1kb “1kb Plus DNA ladder” (INVITROGEN®), servindo como referéncia de migracéo
eletroforética e também aplicou-se uma amostra de DH5a como padrdo de banda

cromossoOmica.
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3.5. Reacao em Cadeia da Polimerase da regiao promotora de genes cry de

Bacillus thuringiensis var. israelensis
3.5.1. Sintese de oligonucleotideos iniciadores especificos

Para a sintese dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”) utilizou-se as
seqliéncias FASTA referentes a regiao promotora dos genes: cry4Aa (YOSHISUE et al.,
1993a e YOSHISUE et al., 1997), cry4Ba (YOSHISUE et al.,, 1993b) e cry11Aa
(DERVYN et al., 1995). Os oligonucleotideos iniciadores foram elaborados por LIMA
(2006)* (comunicacao pessoal), de acordo com 0s seguintes parametros: diminuicdo da
concentracdo de A e T, presenca de GC nas extremidades 5 e 3, TM dos “primers” a
60°C (MITSUHASHI, 1996; DIEFFENBACH & DVEKSLER, 2003). Os iniciadores foram
sintetizados pela empresa BIONEER®. Os oligonucleotideos iniciadores e suas

seqliéncias encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores da regido promotora dos genes cry4Aa, cry4Ba
e cry11Aade Bacillus thuringiensis var. israelensis.

Iniciadores Seqliéncias Produto (pb)

pcry4Aa 5 GCTGGTTGATTGTCAAAAAATGACGC 3'(d) 447
5 TGTTCCTCCCATACTCAATTTAGATAC 3'(r)

pcry4Ba 5 CCACTAACGATATGTATGGAAAATTAT 3’(d) 400
5 CTCCCATATTCACATTGGATACAATC 3'(r)

pcry11Aa 5 GTTTTTTTAGTCAAAGATACATT 3'(d) 805
5 CCACCTTTTATTGAATTTTTTTAT 3'(r)

(d): direito; (r): reverso

* LIMA, P. S. C. (2006): Pesquisador da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA), Centro de Pesquisa Agropecuaria do Meio Norte, Teresina — PI.
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3.5.2. Amplificacao do DNA plasmidial com oligonucleotideos iniciadores

Para as reacdes de PCR utilizou-se como DNA molde para as amplificacdes, o
DNA plasmidial da linhagem padrao de B. thuringiensis var. israelensis T14-001
(controle positivo) e o DNA gendmico da linhagem padrao de B. thuringiensis var.
kurstaki (HD-1) (controle negativo).

As reagbes de amplificacdo para os distintos pares de oligonucleotideos
iniciadores (pcry4Aa, pcry4Ba e pcry11Aa) foram conduzidas em um volume de 20 pl
contendo: 30 ng de DNA molde; 250 uM de uma solugéo de dNTPs (10mM); 2,0 mM de
MgCly; 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador; 1,0 U da enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen®); 2 pl da solucdo tampao para a reagédo de PCR (10X) [200 mM Tris; 500
mM KCI (pH 8,4)] e agua destilada Milli-Q previamente esterilizada (g.s.p. 20ul). Em
todos os lotes de reacédo foi realizado um controle negativo no qual a quantidade de
DNA foi substituida por agua Milli-Q, previamente esterilizada. Para as reagées de PCR
foi realizada uma mistura, onde se multiplica a quantidade, em microlitros, de cada
reagente, com excecdo do DNA, pelo nimero de amostras. Os reagentes foram
misturados até completa homogeneizagdo e 17 pl da mistura foram distribuidos em
cada um dos tubos para PCR, e em seguida 3 pl das amostras de DNA foram
adicionados nos tubos.

As reacdes de amplificagao foram realizadas em aparelho termociclador (PTC-
100 “Programmable Thermal Controller” - MJ Research, Inc.), equipado com circuito
“Hot Bonnet”, onde foi utilizado o seguinte programa: um passo inicial de desnaturagcéo
de 5 min a 95°C e 31 ciclos consistindo de um passo de desnaturagao a 95°C por 1
min; pareamento dos oligonucleotideos a 58°C por 1 min e extensao a 72°C por 1 min
e, ao final dos ciclos, um passo exira de extensdo a 72°C por 5 min. Ao fim do
programa foi adicionado um passo para a manutencao da amostra a 13°C até a retirada
dos tubos do termociclador.

Apdés a realizagdo das amplificagdes, adicionou-se as amostras 3 ul de tampéao
de amostra (“loading buffer” - 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%). Um volume
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de 15 ul de cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,5%, contendo brometo de
etideo (0,5 ug/ml) e submetido a eletroforese, por 2 h, a 70 V, conduzida em tampao
TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM (pH 8,3)]. Em todas as
eletroforeses realizadas foi adotado o emprego de uma amostra de DNA, com
fragmentos de tamanhos conhecidos, multiplos de 1kb “1kb DNA ladder”, produzida
pela Invitrogen®, a qual serviu como referéncia de migracdo eletroforética para
verificagcdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos nas reagbes de amplificagao.
Posteriormente, os géis de agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados
em equipamento fotodocumentador (GEL DOC2000 - Bio-Rad®), através do software

Quantity-one.

3.6. Hibridizacao da regiao promotora dos genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa
pela técnica de “Southern blotting”

As amostras de DNA plasmidial e cromossémico da linhagem padrdo de B.
thuringeinsis var. israelensis T14-001 e do isolado de B. thuringiensis var. israelensis
SPS1 foram submetidas a digestdo com a enzima de restricdo do tipo | EcoRl.

As preparacdes foram feitas em um volume total de 10 ul, sendo que para os
plasmideos foram utilizados: 230 ng do DNA, 10% do volume total da reacao de tampéo
da enzima, 10 U de enzima de restricdo EcoRI e o volume restante foi completado com
agua Milli-Q estéril. Para as reagdes com cromossomo, utilizou-se 150 ng do DNA, 10%
do volume total da reacdo de tampao da enzima, 10 U de enzima de restricdo EcoRl e
volume foi completado com agua Milli-Q estéril. As reagdes foram incubadas a 37°C,
durante 2 h e 30 min, em aparelho termociclador (PTC-100 MJ Research, Inc.).

Posteriormente, foram adicionados as reagbées 3 ul de tampé&o de amostra
(“loading buffer” - 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%) e apos aplicados em gel
de agarose a 0,8%, contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml), o qual foi submetido a
eletroforese, por 2 horas, a 50 V, conduzida em tampao TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5
mM e Acido Bérico 89 mM (pH 8,3)], adicionado de brometo de etideo (0,5 ug/ml). Foi
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adotado o emprego de uma amostra de DNA, com fragmentos de tamanhos
conhecidos, maltiplos de 1kb “1kb DNA ladder’, produzida pela Invitrogen®, a qual
serviu como referéncia de migracao eletroforética para verificacdo dos tamanhos dos
fragmentos obtidos nas reagdes de amplificacdo. Utilizou-se também uma amostra de
DNA A (“DNA control”) pertencente ao Kit “Gene Images™ AlkPhos Direct™ labelling
and detection system” (Amersham Biosciences®), como controle negativo e o DNA
cromossdmico das amostras como fonte para comparagdes. Posteriormente, os géis de
agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados em equipamento
fotodocumentador (GEL DOC2000 - Bio-Rad®), através do software Quantity-one.

Em seguida, o gel foi desnaturado em 100 ml da solucdo de desnaturacao (765
ul HCI 0,25N, 100 ml agua Milli-Q) por 15 min. Transcorrido este periodo, o gel foi
rapidamente lavado com agua Milli-Q e neutralizado com 100 ml de solucdo de
neutralizagdo (10 g NaOH, g.s.p. 1 L 4gua Milli-Q) por 30 min.

A transferéncia dos DNA plasmidiais e cromossémicos contidos no gel de
agarose ocorreu por capilaridade em uma membrana de nailon carregada positivamente
Hybond-N* (Amersham Biosciences®), sendo as hibridizacdes conduzidas conforme
protocolo descrito por SOUTHERN (1975) e SAMBROOK & RUSSEL (2001) (Figura 5).

Os fragmentos de DNA amplificados a partir do DNA plasmidial da linhagem
padrao de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 por PCR com a utilizacdo dos
primers pcry4Aa, pcry4Ba e pcry11Aa, foram utilizados separadamente como sondas
frias em uma concentragdo de 100 ng/ul, feita a partir do Kit “Gene Images™ AlkPhos
Direct™ labelling and detection system” (Amersham Biosciences®) que é baseado no
sistema de quimioluminescéncia, e contém o reagente de deteccao quimioluminescente
“CDP-Star™".

As amplificagbes contendo diferentes “primers” foram transferidas para tubos do
tipo “eppendorf” e desnaturadas por 5 min a 95°C em aparelho termociclador (PTC-100
MJ Research, Inc.). Imediatamente apos a desnaturacao, os DNAs foram resfriados em
gelo por 5 min. Um volume de 10 ul do tampao de reagdo, 2 pl do reagente de

marcagdo e 10 pl da solugdo “cross-linker” (Kit “Gene Images™ AlkPhos Direct™
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labelling and detection system” (Amersham Biosciences®) foram entdo adicionados aos
tubos contendo DNA e estes foram gentilmente misturados. Apos incubagéo por 30 min
a 37°C em aparelho termociclador (PTC-100 MJ Research, Inc.), a sonda foi utilizada
para hibridizagao.

Transferéncia por
capilaridade

Membrana P
de nailon // eso

/////Ge

Suporte
Solugéo

Revelagdo

Figura 5. Método de “Southern blotting”. O DNA é extraido, digerido com enzimas de
restricdo e os fragmentos sdo separados por eletroforese. O material do gel é
transferido para membrana e hibridizado com a sonda marcada. Apés a revelagéo as
bandas sao observadas. Fonte: FARAH (2007).
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Apb6s este periodo, as membranas de nailon juntamente com o tampao de
hibridizagcdo foram transferidas para garrafas de hibridizagdo e submetidos ao
aquecimento a 58°C. Em seguida, as sondas marcadas foram adicionadas as garrafas
de hibridizacdo, e estas permaneceram a 58°C por 12 h em forno de hibridizacdo
(Fisher Biotech® - modelo FBHI10), sob agitacdo lenta.

Transcorrido o periodo de hibridizagdo, as membranas foram lavadas duas vezes
com tampao de lavagem primario, pré-aquecido a 58°C, por um periodo de 10 min em
cada lavagem. Em seguida, as membranas foram lavadas duas vezes com tampao de
lavagem secundario a temperatura ambiente, sendo a primeira lavagem realizada por
10 min, e a segunda por 30 min. As solu¢des foram preparadas de acordo com
instrugées do fabricante (“Gene Images™ AlkPhos Direct™ labelling and detection
system” (Amersham Biosciences®).

Apoés as lavagens, as membranas foram transferidas para um recipiente plastico
onde foram adicionados 40 pl/icm? do reagente de deteccdo “CDP-Star™” (Kit “Gene
Images™ AlkPhos Direct™ labelling and detection system” (Amersham Biosciences®)
sobre toda a superficie da membrana. Apés 20 min em contato com este reagente, as
membranas foram envolvidas em filme plastico e, juntamente com o filme de raio-X
(Kodak Scientific Imaging Film - Kodak®), foram fixadas em um cassete de revelacéo,
sendo apds levadas para uma sala escura. Apds 12 h os filmes foram revelados.

3.7. Bioensaio com larvas de Aedes aegypti

A verificacado da eficiéncia das proteinas Cry presentes nas linhagens padrao e
no isolado deste estudo foi realizada através do teste de patogenicidade em larvas de
32 e 42 instar de A. aegypti. O bioensaio foi conduzido no Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecuaria (FCAV/UNESP - Jaboticabal). As larvas de A. aegypti utilizadas no
bioensaio foram obtidas junto ao Controle de Vetores e Zoonoses da Prefeitura
Municipal de Jaboticabal, SP.
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Para o preparo das suspensdes de esporos/cristais, as linhagens padréo de B.
thuringiensis var. israelensis T14-001 e de B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) e o
isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1 foram previamente inoculados em
placas de Petri contendo meio de cultura Nutriente Agar (GORDON et al., 1973) e
incubados a 30°C por 12 h.

Posteriormente, foram feitas as pré-culturas onde colénias isoladas foram
inoculadas em tubo Falcon® (50 ml) esterilizado contendo 10 ml de meio C; [glicose 1%,
peptona 0,2%, caseina hidrolisada 0,5%, extrato de levedura 0,2%, 15mM (NH4)2 SOs,
23 mM KH2POyq4, 27 mM KoHPO4, 1mM MgSQO4.7H.0, 600 uM CaCl,, 250 uM MnCly, 17
UM ZnSOy4, 17 WM CuS04.7H20, 2 uM FeSO4 (pH 7,0)] com auxilio de pinca e palito
estéreis e submetidas a agitagdo a 200 rpm, por 12 h, a 30°C.

Ap6s o crescimento bacteriano, quantificou-se a densidade O6ptica 600 nm
(DOgoonm) das amostras em espectrofotdmetro BECKMAN® (modelo DU-640B),
igualando-as a uma mesma DOgoonm, que em seguida foram inoculadas em 200 ml de
meio C, e submetidas a agitagdo a 200 rpm, por 5 dias, a 30°C, para completa
esporulacdo. Posteriormente, as culturas bacterianas foram quantificadas na DOgoonm
em espectrofotémetro BECKMAN® (modelo DU-640B) e pela leitura de esporos em
camara de Neubauer, de modo que as suspensdes fossem padronizados a uma
concentracao de 3 x 10° esporos/ml (ALVES & MORAES, 1998).

Em B. thuringiensis existe uma relagdo em que a produgdo de um esporo no
citoplasma da célula corresponde a respectiva produgédo de um cristal. Dessa forma, a
concentracao de esporos permite inferir a existéncia equivalente de inclusdes cristalinas
na biomassa, resultando na atividade inseticida.

Para o bioensaio foram utilizados os seguintes tratamentos: (1) B. thuringiensis
var. israelensis T14-001 (controle positivo), (2) B. thuringiensis var. israelensis SPS1,
(3) suspensao contendo igual proporcao entre B. thuringiensis var. israelensis T14-001
e B. thuringiensis var. israelensis SPS1, (4) B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 (controle
negativo) e (5) &agua mineral (testemunha). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado sendo constituido de 5 tratamentos e 4 repeticbes, com 20
larvas de 3° e 4° instar de A. aegypti por repeticdo, totalizando 80 larvas por tratamento.
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O bioensaio foi realizado em uma sala com temperatura a 2512°C. As larvas de
A. aegypti foram acondicionadas com auxilio de pipeta Pasteur em copos plasticos
descartaveis (com capacidade de 200 ml) contendo &gua mineral e apds
ambientalizac&o no recipiente, foram adicionadas as suspensodes totalizando um volume
de 100 ml (agua mineral + suspensao). A primeira avaliacdo de mortalidade das larvas
foi iniciada ap6s 30 min da aplicacdo das suspensodes. Avaliagdes sucessivas foram
realizadas a cada 30 min perfazendo um total de 2 h. A mortalidade média das larvas foi
submetida ao teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia pelo software ESTAT™.

* ESTAT — Sistema de Analise Estatistica. Departamento de Ciéncias Exatas.
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP).



40

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Separacao do material genético de B. thuringiensis var. israelensis em
gradiente de densidade de cloreto de césio

Os &cidos nucléicos sao extraidos das células dos microrganismos por diferentes
métodos de extragdo. Quando o interesse esta na separacdo de particulas com
diferentes densidades, como é o caso do DNA cromoss6mico e plasmidial, o método
que resulta em amostras de qualidade é a ultracentrifugacéao em gradiente de cloreto de
césio (CsCl), conhecida também como ultracentrifugacdo isopicnica. Quando o DNA
genbémico de determinado organismo é submetido a esta metodologia, as moléculas de
DNA presentes movem-se em um gradiente até encontrarem o ponto isopicnico,
flutuando em um “colchdo” formado pelo gradiente de CsClI. Este ponto de flutuagao,
denominado também como densidade boiante, é a razdo entre a densidade da
molécula e a densidade do CsCl (AZEVEDO, 2003).

O DNA plasmidial e cromossémico apresentam densidades de flutuagao

proximas e por isso ndo podem ser separados facilmente. Com isso, é necessaria a
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adicao do brometo de etideo (EtBr) a solucdo de CsCl. O EtBr é um anéalogo de base
que se intercala a dupla fita de DNA emitindo fluorescéncia quando este é excitado com
luz ultravioleta (UV) (GITAHY et al., 2005).

A realizacdo da técnica de ultracentrifugagdo em gradiente de cloreto de césio
com brometo de etideo teve como objetivo a purificacdo do material genético da
linhagem padrédo de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 e do isolado de B.
thuringiensis var. israelensis SPS1 para posterior utilizacdo nas técnicas de PCR e
“Southern blotting”.

A purificacdo do DNA genbémico da linhagem padrdo de B. thuringiensis var.
israelensis T14-001 e do isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1 resultou na
separacao de duas bandas, sendo a superior referente ao DNA cromossémico e a
inferior referente ao DNA plasmidial. Na Figura 6 € possivel, com auxilio do
transiluminador, a visualizacdo dos tubos de ultracentrifuga contendo as duas bandas
de DNA, que foram ultracentrifugadas em gradiente de cloreto de césio e coradas com

brometo de etideo.

Figura 6. Visualizacdo da separagcdo do material genético da linhagem padrdo de B.
thuringiensis var. israelensis (tubos 1, 2 e 3) e do isolado de B. thuringiensis var.
israelensis SPS1 (tubos 4, 5 e 6) por ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de
césio com brometo de etideo. As setas indicam: seta superior (CR) refere-se a banda
de DNA cromossdmico e a seta inferior (PL) corresponde a banda de DNA plasmidial.
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Estes dados estdo de acordo com os obtidos por GITAHY et al. (2005), que
purificaram as estirpes de B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) e de B. thuringiensis var.
kurstaki (S76) por este mesmo método e também obtiveram a formacéo de 2 bandas
distintas.

As bandas de DNA obtidas pela ultracentrifugacdo foram coletadas
separadamente com o auxilio de uma micropipeta de modo que nao houvesse
nenhuma contaminagédo entre plasmideos e cromossomo. Apds os procedimentos de
retirada do brometo de etideo e do cloreto de césio, as amostras foram quantificadas
em espectrofotdbmetro, sendo que os plasmideos apresentaram uma concentragdo em
torno de 200 ng/ul e os cromossomos em torno de 2500 ng/ul. Em seguida, uma
aliquota destes materiais foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,7% “Low
Melting Point” e sob uma corrente de 24 V por 12h, na qual pode-se verificar o perfil

plasmidial e cromossémico da linhagem padréo e do isolado (Figura 7).

MM DH5a 1 2 3 4
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Figura 7. Perfil plasmidial e cromossémico da linhagem padréao de B. thuringiensis var.
israelensis T14-001 e do isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1. Canaleta 1:
plasmideo de Bti; 2: plasmideo de Bti SPS1; 3: cromossomo Bti; 4: cromossomo Bii
SPS1. MM - marcador molecular (1kb Plus DNA Ladder®); DH5a. - referéncia de banda
cromossémica.
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A analise das amostras de DNA plasmidial e cromossémico por eletroforese
demonstrou que a linhagem padréo e o isolado utilizados apresentam perfis plasmidiais
semelhantes.

4.2. Amplificacao da regiao promotora dos genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa
de B. thuringiensis var. israelensis por PCR

Os oligonucleotideos iniciadores elaborados a partir da regido promotora dos
genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa da linhagem de B. thuringiensis var. israelensis e
utilizados nas reacdes de PCR, resultaram na amplificacdo de fragmentos Unicos
(amplicons) com tamanhos esperados (Tabela 1). As amplificagcbes com os diferentes

oligonucleotideos iniciadores estao representadas na Figura 8.

cry4Aa cry4Ba cryl1Aa
MM 1 2 3 MM 1 2 3 MM 1 2 3
1000 pb_,
750 pb —p, 750 pb —» S
500 pb — 500 pb | 500 pb—p
447 pb 400 pb —>
250 pb—» 250 pb —»

Figura 8. Eletroforograma dos produtos de amplificacdo da regidao promotora dos genes
cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa de B. thuringiensis var. israelensis obtidos por PCR. Canaleta
1: DNA plasmidial da linhagem padrao de B. thuringiensis var. israelensis T14-001; 2:
DNA genémico da linhagem padrdo de B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) (controle
negativo); 3: CN (controle negativo da reacdao). MM - marcador molecular (1kb DNA
Ladder®).
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4.3. Analise da regiao promotora de genes cry do isolado de B.
thuringiensis var. israelensis SPS1 pelo método de “Southern blotting”

A técnica de “Southern blotting” foi realizada com o DNA plasmidial e
cromossOmico da linhagem padrédo de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 (controle
positivo) e do isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1, visando a comparacao
da regidao promotora dos genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa de ambas as estirpes, sendo
estes genes encontrados no plasmideo destas bactérias. Como controle negativo
utilizou-se uma aliquota de DNA lambda pertencente ao Kit “Gene Images™ AlkPhos
Direct™ labelling and detection system” (Amersham Biosciences®).

O DNA plasmidial e cromossémico da linhagem padrao e do isolado citados
acima foram digeridos com a enzima de restricdo EcoRl de modo a gerar fragmentos
pequenos que fossem facilmente transferidos para a membrana de nailon. Apds a
corrida eletroforética do material digerido, realizou-se o “blotting”, transferindo-se o DNA
clivado presente no gel de agarose para a membrana de nailon, que apos foram
hibridizadas com as sondas. Foram utilizadas como sondas os produtos obtidos através
das reagbes de PCR realizadas com o DNA plasmidial da linhagem padrdo de B.
thuringiensis var. israelensis T14-001, sendo que estas foram marcadas com o reagente
quimioluminescente “CDP-Star™" do kit “Gene Images™ AlkPhos Direct™ labelling and
detection system” (Amersham Biosciences®).

Os fragmentos gerados na digestdao com a enzima EcoRI foram hibridizados com
as sondas separadamente e posteriormente revelados. As Figuras 9, 10 e 11 ilustram
as digestdes e os resultados obtidos nas hibridizagbes por “Southern blotting”
realizadas com as sondas da regido promotora dos genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa,
sendo possivel a verificagdo de varias bandas tanto no DNA plasmidial como também

no cromossémico.
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A

MM 1 2 3 4 5

10000 pb —p

2000 pb
1200 b —
1000 po —p

750 po —»

500 pb —»
250 pop —p

Figura 9. Andlise eletroforética da digestdo do material genético com a enzima EcoRl
(A) e resultado da hibridizagao por Southern blotting com a sonda da regido promotora
do gene cry4Aa (B). Canaleta 1: DNA cromossémico da linhagem Bti; 2: DNA
cromossomico do isolado Bti SPS1; 3: DNA lambda; 4: DNA plasmidial da linhagem
Bti; 5: DNA plasmidial do isolado Bti SPS1. MM - marcador molecular (1kb DNA
Ladder®).

A

10000 pb >

2000 pb —p
1500 pop —»

1000 pb —»
750 pb —»

500 pp —»
250 pb —»

Figura 10. Analise eletroforética da digestdo do material genético com a enzima
EcoRl (A) e resultado da hibridizacdo por Southern blotting com a sonda da regiao
promotora do gene cry4Ba (B). Canaleta 1: DNA cromossdmico da linhagem Bti; 2:
DNA cromossémico do isolado Bti SPS1; 3: DNA lambda; 4: DNA plasmidial da
linhagem Bti; 5: DNA plasmidial do isolado Bti SPS1. MM - marcador molecular (1kb
DNA Ladder®).
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A BlVIM123 4 5

MM 1 2 3 4

"R

(3]

10000 pb —p

Biki

2000 pb —p»
1500 pb —»

1000 pb —»
750 pb —»

500 pb —»
250 pb —»

Figura 11. Analise eletroforética da digestdo do material genético com a enzima
EcoRl (A) e resultado da hibridizacdo por Southern blotting com a sonda da regido
promotora do gene cry11Aa (B). Canaleta 1: DNA cromossdémico da linhagem Bti; 2:
DNA cromossomico do isolado Bti SPS1; 3: DNA lambda; 4: DNA plasmidial da
linhagem Bti; 5: DNA plasmidial do isolado Bti SPS1. MM - marcador molecular (1kb
DNA Ladder®).

A hibridizacao do DNA cromossémico com as sondas produzidas a partir do DNA
plasmidial dos genes cry esta relacionada a presenca de plasmideos abertos no
material cromossémico. Estes resultados confirmam os relatos feitos por PRIMROSE &
TWYMAN (2006), que descreveram uma purificagéo realizada com DNA de Escherichia
coli, pelo método de centrifugacao isopicnica em gradiente de cloreto de césio, da qual
foi possivel a obtencdo de duas bandas distintas, sendo a banda superior relativa ao
DNA cromossdmico juntamente com plasmideos abertos (forma linear), e a banda
inferior composta por DNA plasmidial circular (forma fechada), sugerindo que esta

metodologia ndo separa totalmente plasmideos de cromossomo (Figura 12).
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Figura 12. llustracdo da purificacdo do DNA plasmidial de Col E1 Kan™ por
centrifugacao isopicnica em gradiente de CsCI-EtBr. Fonte: PRIMROSE & TWYMAN
(2006).

Em relacdo aos resultados obtidos na hibridizacdo das sondas com o DNA
plasmidial pode-se afirmar que os genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa estdo localizados
tanto no plasmideo da linhagem padrdo de B. thuringiensis var. israelensis T14-001
como também no DNA plasmidial do isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1, e
que a hibridizacdo da regidao promotora deles com varios fragmentos resultantes da
digestdo do material plasmidial com a enzima EcoRI deve-se ao fato da presenca de
varias copias do plasmideo na célula bacteriana e consequientemente a existéncia de
varios promotores neste material genético, 0s quais sdo necessarios para a expressao
dos genes. Dessa forma, pode-se afirmar que a regido promotora da linhagem padrao
de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 e do isolado de B. thuringiensis var.
israelensis SPS1 possui homologia em relacdo a sequiéncia de nucleotideos dos
promotores que constituem cada um deles, pelo fato de ambos terem hibridizado a

mesma regiao.
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BERRY et al. (2002) buscando o conhecimento da seqiéncia completa e
organizacao de um megaplasmideo (pBtoxis) presente na linhagem de B. thuringiensis
var. israelensis 4Q2-72, desenvolveram estudos utilizando as técnicas de separagao
por gradiente de cloreto de césio com brometo de etideo, sequenciamento, analises de
comparacao de sequéncias em banco de dados e PCR. Como resultado desta
pesquisa, os autores identificaram uma série de sequéncias vinculadas as diversas
funcbes da bactéria B. thuringiensis var. israelensis e dentre estas, varias sequéncias
relacionadas a transcricdo dos genes cry, ou seja, dos seus promotores.

Em B. thuringiensis var. kurstaki, dois pontos de iniciacdo da transcricdo do gene
cry1A(a) mapeados por WONG et al. (1983) foram definidos como dois promotores com
seqliéncias sobrepostas e que sdo ativados de maneira sequiencial. O primeiro
promotor (BTI) é utilizado a partir do estagio Il da esporulacdo e € reconhecido pela
RNA polimerase associada ao ¢* (BROWN & WHITELEY, 1988). Ja& o BTIl ¢
reconhecido pelo complexo Ec?® a partir do Ill estagio da esporulagio (BROWN &
WHITELEY, 1990).

ADAMS et al. (1991) através da clonagem e seqlienciamento dos genes que
codificam os fatores sigmas abordados acima, obtiveram sequéncias de nucleotideos
com homologia de 88% e 85% em relagdo aos fatores oF e o de B. subtilis,
respectivamente. O alto grau de similaridade e habilidade em realizar a transcricdo a
partir destes promotores de B. subtilis indicam uma homologia funcional entre os
respectivos pares de fatores sigma (0%, 0%, o, 0% e o?).

Regides similares contendo os dois tipos de promotores anteriormente
mencionados sao encontradas “upstream” aos genes cry1, cry2, cry4 e cyt. O alto nivel
de expressdo, em perfeita coordenagcdo com a esporulacdo, faz da bactéria B.
thuringiensis um modelo notavel da regulacdo génica em bactérias Gram-positivas
capazes de esporular (HABIB & ANDRADE, 1998).
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4.4. Avaliacao do teste de patogenicidade em larvas de A. aegypti

A eficiéncia das proteinas Cry contra larvas de 3° e 4° instar de A. aegypti foi
obtida através do desenvolvimento de bioensaio utilizando-se a linhagem padrdo de B.
thuringiensis var. israelensis T14-001 (controle positivo) e o isolado de B. thuringiensis
var. israelensis SPS1, ambos diptero-especificos. A linhagem padrdao de B.
thuringiensis var. kurstaki (HD-1) foi utilizada como controle negativo por ser uma
linhagem lepidoptero-especifico e utilizou-se como testemunha agua mineral.

Visando a comparacado dos padrées de crescimento da linhagem padrdao de B.
thuringienisis var. israelensis T14-001, do isolado de B. thuringiensis var. israelensis
SPS1 e da linhagem padrao de B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1), inoculou-se igual
quantidade de células bacterianas em meio C, para o preparo das pré-culturas, que
apés o crescimento, foram monitoradas por determinagdo da densidade 6ptica a 600
nm (DOeoonm). Apds este procedimento, a DOgoonm das pré-culturas foram igualadas a
1,17 Abs, por meio do acréscimo de meio C, estéril. Em seguida, estas foram
inoculadas novamente em meio C, para o preparo das suspensdes bacterianas do
bioensaio, como mencionado no item 3.7. Posteriormente, quantificou-se a DOgoonm doS
indculos e, concomitantemente, realizou-se a quantificacdo dos esporos presentes nas
culturas bacterianas através da leitura em camara de Neubauer, sendo estes valores

listados na Tabela 2.

Tabela 2. Quantificacdo das suspensbes bacterianas em espectrofotdmetro e em

camara de Neubauer.

Linhagem / Isolado DOgoonm N2 de esporos
B. thuringiensis var. israelensis T14-001 0.8140 Abs 824
B. thuringiensis var. israelensis SPS1 1.1266 Abs 1681
B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 1.2512 Abs 2354

(Abs): absorbancia
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Os resultados obtidos com a quantificagdo em espectrofotdmetro e pela leitura
de esporos em camara de Neubauer indicaram que o isolado de B. thuringiensis var.
israelensis SPS1 produz uma maior quantidade de esporos/cristais em relagdo a
linhagem padrédo de B. thuringiensis var. israelensis T14-001. Estes dados corroboram
com os obtidos por LEMOS & SENA (2002) (Patente P10200228-0), no qual relataram
que a quantidade de esporos/cristais obtida para o isolado de B. thuringiensis var.
israelensis SPS1 foi maior que a da linhagem padrdao de B. thuringiensis var.
israelensis, obtidas em iguais condi¢des de cultivo e andlise. Além desta, foram
realizadas observagcoes no que diz a respeito a esporulagdo destas bactérias,
concluindo-se que o isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1 parece esporular
mais rapidamente que a linhagem padrdo, resultando num maior numero de células e
consequientemente, maior produgao de proteina cristal em menor tempo.

O bioensaio foi realizado através da aplicagdo dos seguintes tratamentos sobre
as larvas de A. aegypti: (1) B. thuringiensis var. israelensis T14-001 (controle positivo),
(2) B. thuringiensis var. israelensis SPS1, (3) suspensdo de B. thuringiensis var.
israelensis T14-001 com B. thuringiensis var. israelensis SPS1, (4) B. thuringiensis var.
kurstaki (HD-1) (controle negativo) e (5) testemunha (Figura 13). Todas as suspensdes
foram padronizadas a uma concentragdo de 3 x 10° esporos/ml e realizou-se as

avaliagcoes de mortalidade das larvas em diferentes momentos (Tabela 3).
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Figura 13. Bioensaio com larvas de 3° e 4° instar de Aedes aegypti submetidas aos
tratamentos com linhagens e isolado de Bacillus thuringiensis.

A primeira avaliacdo foi realizada ap6s 30 min da exposicdo das larvas de A.
aegypti aos diferentes tratamentos. Nesta avaliagdo, constatou-se que a maior
mortalidade foi causada pela suspensao contendo igual propor¢ao da linhagem padrao
de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 com o isolado de B. thuringiensis var.
israelensis SPS1. A média referente a esse tratamento diferiu significativamente das

demais pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 3).
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Para a avaliagdo realizada aos 60 min pode-se observar que os tratamentos
constituidos por B. thuringiensis var. israelensis T14-001, B. thuringiensis var.
israelensis SPS1 e pela suspensdo composta por B. thuringiensis var. israelensis T14-
001 e B. thuringiensis var. israelensis SPS1 nao diferiram entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5%, mostrando que a aplicacdo em conjunto do isolado de B. thuringiensis
var. israelensis SPS1 e da linhagem padrao de B. thuringiensis var. israelensis é viavel
para o controle de larvas em um curto periodo (controle imediato).

Na terceira avaliagdo (90 min) pode-se observar aumento da mortalidade nos
tratamentos de B. thuringiensis var. israelensis T14-001, B. thuringiensis var. israelensis
SPS1 e da suspensao de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 com B. thuringiensis
var. israelensis SPS1 quando comparados com a segunda avaliagdo (60 min). No
entanto, essas médias nao foram significativamente diferentes entre si quando
submetidas ao mesmo teste, mostrando que a atuacdo das suspensdes de
esporos/cristais ocorre logo apds a aplicagao.

A quarta avaliagao (120 min) mostrou um perfil idéntico a terceira, indicando que
a mortalidade das larvas de A. aegypti estabilizou-se aos 90 minutos posteriores da
aplicacdo dos tratamentos. A mortalidade total (100%) das larvas de A. aegypti foi
alcangada, decorridas 12 horas a partir da quarta avaliagcdo, tanto para os tratamentos
com a linhagem padréao de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 e do isolado de B.
thuringiensis var. israelensis SPS1 como para a suspensao contendo a mistura de B.
thuringiensis var. israelensis T14-001 e B. thuringiensis var. israelensis SPS1.

Além dos tratamentos com B. thuringiensis var. israelensis T14-001, B.
thuringiensis var. israelensis SPS1 e a suspensdao contendo B. thuringiensis var.
israelensis T14-001 e B. thuringiensis var. israelensis SPS1 foram empregados outros
dois tratamentos, o tratamento 4 representado pela linhagem padréo de B. thuringiensis
var. kurtaki (HD-1) e o tratamento 5 constituido da testemunha. Ambos apresentaram
resultados satisfatorios, pois ndo foi constatada mortalidade de nenhuma larva de A.
aegypti. Portanto, as médias representadas por esses, diferiram significativamente das
demais em todas as avaliacdes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
(Tabela 3).
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Juntamente a analise estatistica descrita anteriormente foi realizada uma analise

que relacionou a mortalidade de larvas em funcdo do tempo. Para isto o tratamento

primério ficou definido como sendo as suspensdes de B. thuringiensis e o tratamento

secundario constituiu-se dos diferentes tempos de avaliagdo que foram realizadas ap6s

a aplicacao das suspensdes. Nesta analise pode-se verificar que apenas o primeiro

tratamento secundario (30 min) foi estatisticamente diferente dos demais (60 min, 90

min e 120 min), sendo que isto ocorreu para todos os tratamentos primérios (Tabela 3).

Tabela 3. Mortalidade de larvas de Aedes aegypti ap6s a aplicacao das linhagens e

isolado de Bacillus thuringiensis.

Tratamentos Mortalidade Média (%)

30 min 60 min 90 min 120 min
1- B. thuringiensis var. israelensis T14-001 43,75Bb 98,75 Aa 98,75Aa 98,75 Aa
2- B. thuringiensis var. israelensis SPS1 37,50Bb 93,75Aa 97,50 Aa 97,50 Aa
3- BtiT14-001 + Bti SPST 72,50 Ab 96,25 Aa 97,50 Aa 97,50 Aa
4- B. thuringiensis var. kurstaki (HD-1) 0,00Ca 0,00Ba 0,00Ba 0,00Ba
5- Testemunha 0,00Ca 0,00Ba 0,00Ba 0,00Ba
Coeficiente de variagao da parcela (%) 13,70
Coeficiente de variagao da subparcela (%) 8,99
Erro padrdo da média do tratamento principal 0,31
Erro padrdo da média do tratamento secundario 0,21

Médias seguidas de mesma letra, mailscula nas linhas (tratamentos) e mindscula nas colunas

(tempo), nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>5%).

No decorrer do bioensaio, algumas mudancas foram observadas em relagdo ao

comportamento das larvas tais como: reducdo gradativa dos movimentos quando

comparadas aos grupos-controle; mudanga na coloragao corporal, sendo que as larvas

ficaram mais escuras; e diminuicdo do tamanho larval.
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Segundo HABIB & ANDRADE (1998), a morte das larvas aquaticas de Diptera
(culicideos e simulideos), ocorre rapidamente (vinte minutos a trés horas) quando
ingerem a bactéria B. thuringiensis var. israelensis H-14, fendbmeno este diferente do
observado em larvas da ordem Lepidoptera quando infectadas por B. thuringiensis H-
3a:3b, cuja morte ocorre dois a trés dias apos a infeccao. Estes autores mencionam
ainda, como exemplo, as larvas de Culex declarator (Dyar & Knab, 1906) (Diptera:
Culicidae) que ao ingerirem o patdgeno B. thuringiensis var. israelensis perdem
gradativamente sua agilidade, sendo constatada também a reducdo rapida nos
movimentos das pecas bucais, que revelam a perda de apetite ou dificuldade de
alimentagdo, resultando na parada total da ingestdo. Paralelamente, convulsdes
esporadicas ocorrem no inicio do processo, sendo que seu ritmo aumenta
gradativamente, indicando possiveis efeitos no sistema neuromuscular da larva. A
velocidade destes sintomas esta relacionada com a dosagem do patdégeno, idade e
grau de suscetibilidade do inseto infectado.

Em estudos realizados com larvas de quarto estagio de C. declarator, HABIB
(1982) observou que apd6s 30 min da infeccdo as larvas comecam a perder sua
capacidade de flutuagdo, podendo, porém, retornarem & superficie. A medida que a
doenca avancga, as larvas perdem a capacidade de flutuacdo, permanecendo por mais
tempo no fundo do recipiente. Contudo, larvas maiores morrem sempre no fundo do
recipiente, enquanto que as pequenas morrem flutuando com o sifao emerso (peso
menor) e afundam facilmente a qualquer toque ou movimento na agua.

Em relagdo ao envolvimento da toxemia, os sintomas desta indicam uma alta
possibilidade da morte das larvas de C. declarator ser também devido a asfixia e nao
apenas pela acdo letal das ©&-endotoxinas produzidas por B. thuringiensis var.
israelensis. Sabe-se que as larvas de pernilongo respiram o ar atmosférico através do
sifdo. Quando uma toxina afeta o sistema nervoso e o muscular destas, incapacita as
mesmas de permanecerem junto a superficie da agua com o sifao projetado para fora,
onde estas larvas irdo afundar e morrer por falta de O, e excesso de CO, e &cido
carb6nico nos tecidos (HABIB, 1982 e 1983).
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RUIZ et al. (2004) em estudos realizados com larvas de A. aegypti, Anopheles
albimanus (Wiedemann, 1820) (Diptera: Culicidae) e C. quinquefasciatus expostas a
toxina Cry11Bb de B. thuringiensis var. medellin, descreveram sérias mudancas
histopatologicas como vacuolizagéo do citoplasma, hipermetrofia das células epiteliais e
de seus nucleos, desintegragao celular e formagéo de vesiculas apicais que liberavam
seu material no lumen intestinal.

Ensaios realizados por BARRETO et al. (2006) mostraram a principio uma
reducao da mobilidade de larvas de A. aegypti submetidas a atividade larvicida do
extrato etandlico, extraido a partir da casca do fruto de Sapindus saponaria, sendo
posteriormente analisadas por microscopia, das quais resultaram em alteragdes morfo-
histolégicas, tais como: destruicdo total ou parcial de células; alta vacuolizagdo do
citoplasma; hipersecrecdo das células epiteliais e pavimentagdo do epitélio. Foram
feitas também observagbes em relacdo aos movimentos larvais, sendo que estas
comegaram a apresentar movimentos mais lentos apés 30 minutos do inicio dos testes
e tornaram-se lentas ou imoveis apos 3 h.

Os resultados obtidos neste bioensaio revelam que a utilizagcdo de B.
thuringiensis var. israelensis SPS1 no controle de larvas de vetores importantes em
saude publica € muito promissora, pois foi comprovado através deste trabalho que essa
bactéria promove um controle rapido e eficaz e que possui um grande potencial por
produzir uma maior quantidade de esporos/cristais que a linhagem padrdo de B.
thuringiensis var. israelensis T14-001. Diante destes resultados, torna-se necessario a
realizacdo de estudos mais detalhados sobre a toxicidade deste isolado, visto que a
implantacdo do mesmo como um bioinseticida implica em redugdes no custo de
aplicacao devido a sua eficacia anteriormente citada, além de ndo provocar impactos
ambientais nos locais onde sdo empregados e também em relacdo aos organismos que

ali habitam.
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5. CONCLUSOES

% A linhagem padréo de B. thuringiensis var. israelensis T14-001 e o isolado de B.

thuringiensis var. israelensis SPS1 sao semelhantes no padrdo de bandas;

% As regibes promotoras dos genes cry4Aa, cry4Ba e cry11Aa do isolado de B.
thuringiensis var. israelensis SPS1 e da linhagem padrao de B. thuringiensis var.
israelensis T14-001 apresentam alta similaridade genética;

3% O isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1 produz uma maior quantidade
de esporos/cristais que a linhagem padrao de B. thuringiensis var. israelensis
T14-001;

3% O isolado de B. thuringiensis var. israelensis SPS1 e a linhagem padrdo de B.
thuringiensis var. israelensis T14-001 causam indices excelentes de mortalidade

para larvas de Aedes aegypti apos 60 minutos da aplicacao;
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