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SELEGCAO DE LINHAGENS COM ATIVIDADE TOXICA DE Bacillus
thuringiensis CONTRA Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera: Culicidae)

Josiane Aniele Scarpassa’; Fernando Pereira dos Santos?; Gabriel Marcos Domingues de
Souza®; André Rocha Barbosa®; Gislayne Trindade Vilas-Bdas®

RESUMO: O uso do bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis no controle de Aedes aegypti vem
ganhando espago devido aos beneficios do controle biologico. Neste trabalho foram selecionadas 27
linhagens do banco de bactérias entomopatogénicas da Universidade Estadual de Londrina, com o intuito
de verificar a eficiéncia das mesmas na mortalidade de larvas de A. aegypti, para isso, foi analisada a
presenca de genes cry codificantes para proteinas Cry ativas sobre insetos da ordem Diptera. Esses dados
foram confrontados com os resultados de bioensaios que verificaram a real eficiéncia dessas linhagens e
auxiliaram na selegdo de 5 isolados com eficiéncia de mortalidade a larvas de A. aegypti.
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INTRODUGAO

O controle profilatico da dengue e febre amarela é realizado pela eliminagdo do vetor
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) que é feito pelo uso de inseticidas quimicos. No entanto, esta
estratégia leva ao surgimento de populagdes de mosquitos resistentes, além de ndo ser
especifico, apresentando toxicidade para outros animais, ao homem além de prejudicial ao meio
ambiente.

Uma alternativa ao uso de inseticidas quimicos no controle deste vetor é o uso do controle
biolégico, com produtos que tem como principio ativo organismos vivos. A bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis vem ganhando espago como alternativa mais viavel no
controle de insetos pragas e vetores de doengas por apresentar modo de agdo extremamente
especifico; dificuldade de selecdo de insetos resistentes; a inocuidade a natureza e a saude
humana; amplo espectro de acgdo, decorrente das inumeras linhagens com especificidades
conhecidas.
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Esta bactéria tem a capacidade de produzir, durante o processo de esporulagdo, uma
inclusdo protéica compostas de proteinas Cry (codificadas por genes cry), com atividade toxica,
incluindo atividades citoliticas e hemoliticas, contra larvas de insetos-alvos. Diferentes variedades
desta espécie produzem diferentes tipos de cristais que sao altamente especificos para diferentes
ordens de insetos (Habib e Andrade, 1998).

Em fungdo das caracteristicas do B. thuringiensis, laboratérios do mundo todo tém
buscado novos isolados para obtencao de diferentes toxinas e com diferentes perfis de toxicidade,
apresentando melhor eficacia em campo incrementando o auxilio em programas de manejo da
resisténcia de insetos. (Monnerat e Bravo, 2000).

O presente trabalho buscou identificar linhagens de B. thuringiensis do banco de bactérias
da Universidade Estadual de Londrina que apresentam eficiéncia na mortalidade de larvas de A.
aegypti verificando a presenga de genes que codificam as proteinas Cry ativas sobre insetos da
Ordem Diptera. Esses dados foram confrontados com os resultados de bioensaios que verificaram
a real eficiéncia dessas linhagens e auxiliaram na selegdo de novos isolados com eficiéncia de
mortalidade a larvas de A. aegypti.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, 27 isolados ambientais de B. thuringiensis foram caracterizados por PCR
utilizando iniciadores especificos para genes cry e cyt que codificam para proteinas ativas contra
insetos da ordem Diptera (cry4B, cry10, cry11, cyt1 e cyt2) conforme descritos por Ibarra et al.
(2003).

Extracdo de DNA:

Amostras de DNA gendmico de varios isolados de B. thuringiensis foram extraidas pelo
método de Hansen e Hendriksen, 2001. Os isolados foram cultivados por 15 h em placas
contendo meio Luria-Bertani (LB). Com o auxilio de um palito esterilizado, uma colénia de
aproximadamente 2 mm de didmetro foi transferida para microtubos contendo 200 uL de TE (10
mM de Tris; 1 mM de EDTA, pH 8,0). A suspenséao foi homogeneizada e incubada em fervura por
10 min. Em seguida a suspenséo foi centrifugada a 12.000 x g por 3 minutos e o sobrenadante
transferido para novos tubos, sendo este utilizado para as reagbes de amplificacdo por PCR. A
linhagem Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) foi utilizada como controle positivo para as
reagoes.

Bioensaio:

O método utilizado para os bioensaios foi baseado em Draft, 1999 Guideline Specifications
for Bacterial Larvicides for Public Healt Use da OMS, com repeticbes em dias diferentes. Vinte e
cinco larvas de 4° estadio inicial eram transferidas para potes de polietileno circular transparente
de 11 cm de didmetro, 7 cm de profundidade, contendo 150mL de agua destilada.

Os bioensaios foram realizados em temperatura ambiente com 3 concentragdes diferentes
do isolado em teste: 10 ppm; 1 ppm e 0,1ppm, sendo 3 repeticdes em dias diferentes. Neste teste
houve a selegcdo dos 10 melhores isolados baseado na mortalidade apresentada. Na segunda
fase, os 10 isolados selecionados foram bioensaiados nas concentragdes de 0,1ppm, 0,06 ppm e
0,05 ppm, também em trés repeticdes, para selecdo dos cinco isolados com maior toxicidade para
larvas de A. aegypti.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultado de amplificagéo para as 27 linhagens selecionadas quanto os genes
pesquisados que sao especificos contra insetos da ordem Diptera (Fig. 1).
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Figura 1 — Perfil de amplificagéo das linhagens de B. thuringiensis com diferentes primers para
gene cry4A cry4dB cry10 e cry11. (Células vermelhas positivo e células amarelas negativo quanto a
presenca do gene).

Testes de bioensaios seletivos, mata ndo mata foi aplicado para as linhagens
selecionadas, 10 (37,04%) causaram 100% de mortalidade das larvas de A. aegypti nas
concentragdes de 1 e 0,1 ppm. Estes 10 isolados foram submetidos a um segundo teste de
bioensaio seletivo, onde houve a redugdo de concentragdo para 0,06 e 0,05 ppm. A partir deste
segundo teste, selecionou-se cinco isolados que apresentaram uma mortalidade de 100% sobre
as larvas de A. aegypti, que foram as linhagens; Br 14, Br 26, Br 36, Br 46 e Br 64 sendo estas
submetidos aos testes de bioensaios quantitativos para calculo da CLsg e Clgs.

As 5 linhagens mencionadas anteriormente que apresentaram maior toxicidade foram
submetidas a avaliagdo com o calculo da CLsy ¢ CLgs. Para todos os bioensaios realizados, foi
utilizada a linhagem Bti (IPS 82), na forma liofilizada, como controle positivo, sendo os resultados
de 100% de mortalidade em todos os bioensaios realizados.

Os resultados para a CLsy e CLgs obtidos a partir dos experimentos de determinagdo de
doses letais a temperatura ambiente, mostraram que as cinco linhagens selecionadas tiveram
toxicidade superior ao IPS 82, sendo para a CLs, significativa pelo teste de Probit, significancia
esta ndo observada aos valores da ClLgs.

Com a analise dos resultados, observou-se que as linhagens apresentaram valores
de mortalidades semelhantes, mesmo quando comparadas com a linhagem padréao (IPS
82), o que permite inferir que as mesmas correspondem a linhagens de Bacilos que
apresentam os genes cry e cyt, genes presentes na linhagem Bacillus thuringiensis
israelensis. Todos os isolados caracterizados geneticamente apresentaram todos os
genes, cry4A, cry4B, cry10, cry11 e cyt1 e cyt2 (Fig 1), sendo estes ativos contra insetos
da Ordem Diptera. Este complexo génico pode explicar a elevada eficiéncia apresentada
pelos isolados testados.

A acado letal determinada para os cinco isolados estudados caracteriza-os como
promissores para serem utilizados como principio ativo de bioinseticida para o controle de A.
aegypti, ja que os resultados de toxidade obtidos em bioensaios sdo comparativos aos
encontrados para o IPS 82, base para a sintese dos produtos comerciais.
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CONCLUSAO

A associagdo da analise do conteudo de genes cry codificantes para proteinas ativas
contra insetos especificos da ordem Diptera de linhagens do Banco de Bactérias
Entomopatogénicas da Universidade Estadual de Londrina com os bioensaios das mesmas contra
larvas de A. aegypti permitiu, a selecédo de cinco isolados (Br 14, Br 26, Br 36, Br 46, Br 64) de B.
thuringiensis, altamente toxicos contra essas larvas.

Os outros isolados que ndo apresentaram atividade ou apresentaram pouca efetividade,
serdo analisadas para outros genes cry, pois podem ser eficientes para o controle de outros
grupos de insetos.

Assim este trabalho identificou novas linhagens com potencial uso em campo bem como
identificou genes que possam ser empregados para uso em plantas transgénicas resistentes a
insetos entre outras aplicagbes em programas de manejo integrado de pragas.
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