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Introducao

Embora sejam conhecidas centenas de espécies de
bactérias associadas a insetos sao poucas aquelas que
podem ser utilizadas no controle biolégico de pragas da
agricultura e de vetores de doencas tropicais. Dentre estas
podemos destacar Bacillus sphaericus e

Bacillus thuringiensis.

B. sphaericus é uma bactéria gram-positiva, com células
vegetativas em forma de bastonete que tem como uma das
principais caracteristicas a presenca de esporos esféricos
gue deformam o esporangio, dando-lhe forma de raquete.
Essa espécie é de ampla distribuicao, podendo ser isolada
a partir de amostras de solo, dgua e larvas de insetos
mortos. Esta bactéria tem se mostrado efetiva, tanto em
bioensaios de laboratério, como em aplicacdes em campo,
contra larvas de Anopheles spp. (vetor do protozoario
causador da maléaria) e de Culex spp. (mosquito urbano),
mas pouco ou nada eficientes contra larvas do mosquito
Aedes aegypti (transmissor da dengue) e de simulideos
(transmissores da oncocercose). Desde a descoberta
(Neide, 1904) muitas estirpes de B. sphaericus tém sido
isoladas e armazenadas (Monnerat et al., 2001a).
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B. thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, cujos
esporos sao entre elipticos e cilindricos, em posicao central
com um esporangio distendido. Durante o processo de
esporulacao forma cristais protéicos intracelulares, que
permitem diferenciar essa espécie de Bacillus cereus.
Estirpes desta bactéria de B. thuringiensis tém apresentado
patogenicidade contra larvas de lepidépteros, dipteros e
coledpteros (Monnerat & Bravo, 2000).

As citadas espécies bacilares apresentam alta variabilidade
genética e estao amplamente distribuidas na natureza,
tendo sido isoladas a partir de amostras coletadas em
guase todos os ambientes onde foi procurada. No entanto,
a distribuicdo ecoldgica e relacdes taxondmicas
permanecem ainda em discussao (Vilas Boas, 2002).

Com a finalidade de conhecer um pouco melhor a
distribuicao espacial dessas bactérias foi realizado um
trabalho de isolamento, identificacdo e caracterizacao de
bacilos entomopatogénicos processando-se amostras de
solos coletadas em todas as regidoes do Brasil.
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Materiais e Métodos

Isolamento: O método utilizado foi o descrito pela
Organizacdo Mundial da Saude (World Health
Organization, 1985), que consiste basicamente em
submeter as amostras a choque térmico (80°C por

12 minutos/ gelo por 5 minutos) e em seguida ao
plagueamento. Apés 48 horas a temperatura de 30°C,
as coldnias sao visualizadas.

Identificacdo: a identificacao inicial dos isolados foi
realizada através do crescimento diferencial em meio agar
nutritivo com penicilina (100 mg/l) ou estreptomicina

(25 mg/l) e de microscopia a fresco em contraste de fases.
Os isolados que cresceram em meio com penicilina foram
identificados como B. thuringiensis ou B. cereus.

Os isolados que cresceram nas placas com estreptomicina
foram classificados como B. sphaericus. A andlise realizada
em microscopia de contraste de fases permitiu a
observacao da presenca de inclusdes cristalinas em alguns
isolados que foram assim identificados como

B. thuringiensis (Silva-Werneck & Monnerat, 2001;
Monnerat et al., 2001a)

Testes de patogenicidade: Todas as estirpes de

B. sphaericus foram testadas contra dipteros das espécies
Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) e

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). As estirpes de

B. thuringiensis foram testadas contra os dipteros

C. quinquefasciatus e A. aegypti, os lepidépteros
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e
coledptero Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).
Para realizacao dos ensaios de patogenicidade os bacilos
foram cultivados em meio NYSM (Kalfon et al., 1983),
por 48 horas em agitador rotativo a 200 rpm e
temperatura de aproximadamente 30°C.

Bioensaios com dipteros: Os bioensaios foram realizados
seguindo a metodologia descrita por Monnerat et al.,
(2001a).Colocou-se 01 ml do cultivo final da cultura de
cada estirpe de B. sphaericus e B. thuringiensis, com
larvas de segundo estagio de C. quinquefasciatus ou

A. aegypti em copos descartaveis de 200 ml contendo
100 ml de &gua destilada e 25 larvas dos referidos
insetos. Foram feitas duas repeticOes por estirpe e um
copo foi deixado sem adicado bactéria, como testemunha.
Apébs 48 horas foi realizada a leitura dos resultados.

Bioensaios com lepidépteros: nos bioensaios com
lepidépteros seguiu-se a metodologia descrita por
Silva-Werneck & Monnerat (2001).

A. gemmatalis: Os bioensaios foram realizados
espalhando-se 150 ml de cada cultura completamente

esporulada de B. thuringiensis na dieta

(sem anticontaminantes) previamente distribuida em copos
descartaveis de 50 ml. A cultura bacteriana foi absorvida
pela dieta e em seguida 10 larvas de segundo estagio
foram colocadas em cada copo. Um copo sem a bactéria
foi deixado como controle. Foram feitas duas repeticoes
para cada isolado. A primeira leitura foi feita 48 horas apds
o inicio do ensaio, ocasidao em que as larvas vivas foram
transferidas para novos copos contendo dieta de criacdo
sem a bactéria. No quinto dia do ensaio foi feita a segunda
e Ultima leitura.

S. frugiperda: Os bioensaios foram realizados
espalhando-se 30 ml da cultura completamente esporulada
de B. thuringiensis na dieta previamente distribuida em
placas de cultura de células com 24 pocos. A cultura
bacteriana foi absorvida pela dieta e em seguida 1 larva de
segundo estagio foi colocada em cada poco. Uma placa foi
deixada sem a bactéria, como controle. A primeira leitura
foi feita 48 horas apds o inicio do ensaio, quando entao as
larvas vivas foram transferidas para copos descartaveis de
50 ml contendo dieta de criacdo sem a bactéria. No quinto
dia do ensaio foi feita a segunda e ultima leitura.

Bioensaios com coledptero: Os bioensaios contra

T. molitor foram realizados através da mesma metodologia
empregada para A. gemmatalis

(Silva-Werneck & Monnerat, 2001).

Armazenamento de bacilos: Todos os isolados foram
armazenados e catalogados no Banco de Bacillus spp. da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Monnerat et al. 2001b).

Resultados e Discussao

Foram processadas 23 amostras de solos da regiao
Centro-Oeste, 35 da regiao Norte, 68 da regido Nordeste,
9 da regido Sul e 9 da regidao Sudeste do Brasil (Tabela 1).
Foram obtidos 846 isolados, sendo 160 oriundos da
regidao Centro-Oeste, 212 da regiao Norte, 284 da regido
Nordeste, 83 da regiao Sudeste e 108 da regiao Sul
(Tabela 1). O nimero de isolados por amostra variou entre
as regides, sendo que na regido Sul observou-se o maior
numero de estirpes por amostras (12,0). Em ordem
decrescente, vieram as regides Sudeste (9,2), Centro-oeste
(6,9), Norte (6,0) e Nordeste (4,1) (tabela 1).

Apds o crescimento diferencial em antibidticos e
observacao microscépica, foram identificadas 77 estirpes
de B. thuringiensis (9,1% do total de estirpes obtidas) e
43 estirpes de B. sphaericus (5,1%) oriundas de todas as
regioes (tabela 1).
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Tabela 1. Quantidade de amostras coletadas, de estirpes obtidas, proporcao de estirpes por amostra, quantidade e

porcentagem de B. sphaericus e B. thuringiensis isoladas oriundas de diferentes regides geograficas do Brasil.

No.
sphaericus

de B. % de B. No. de B. % de B.

thuringiensis

sphaericus thuringiensis

No. de No. de Proporcao de
amostras estirpes estirpes /
processadas obtidas amostra

Norte 35 212 6,0

Nordeste 68 284 4.1

Centro-Oeste 23 160 6,9

Sudeste 9 83 9,2

Sul 9 108 12,0

Total 144 847 5,8

A porcentagem de estirpes de B. sphaericus em relacao ao
total de estirpes obtidas foi maior na regiao Sul (10,0%),
seguido das regides Sudeste, Norte, Centro-Oeste e
Nordeste, apresentando porcentagens respectivas de 8,4,
5,6, 3,7 e 2,4% (tabela 1). De 43 estirpes obtidas,

7 foram patogénicas ao mosquito C. quinquefasciatus e
nenhuma ao mosquito A. aegypti (tabela 2). Esses dados
sao coerentes com a informacéao anteriormente publicada,
que relata a baixa porcentagem de estirpes de

B. sphaericus toxicas a insetos (Nicolas, 1987) e a pouca
ou baixa susceptibilidade de A. aegypti a esta espécie de
bacilo (World Health Organization, 1985).

Tabela 2. Quantidade de estirpes de B. sphaericus toxicas
contra C. quinquefasciatus e A. aegypti oriundas de
diferentes regioes.

Regides C. quinquefasciatus A. aegypti

Norte
Nordeste

Ol = =
'

Centro-oeste
Sudeste - -
Sul - -
Total 7 -

A maior porcentagem de B. thuringiensis foi obtida a partir
de amostras oriundas do Nordeste (16,9%), seguida das
regides Sudeste (7,2%), Norte (6,6%), Sul (4,6%) e
Centro-oeste (2,5%) (tabela 1). Das 77 estirpes isoladas
39 (50,6%) apresentaram toxicidade a algum dos insetos
testados, sendo que 32 (41,5%) foram patogénicas a

5,6 14 6,6
2,4 48 16,9
3,7 4 2,5
8,4 6 7,2
10,1 5 4,6
5,1 77 9,1

A. gemmatalis, 4 (5,1%) a S. frugiperda, 7 (9,0%) a

A. aegypti, 3 (3,8%) a C. quinquefasciatus e apenas 1
(1,2%) ao coledéptero 7. molitor (tabela 3). Esses dados
sdao compativeis com os publicados por Bravo et al.
(1998), Ben-Dov et al. (1997) e Chak et al. (1994) que
demonstraram que os genes codificadores de proteinas
toxicas a lepidépteros sao os mais abundantes em outras
colecdes de B. thuringiensis. Bravo et al. (1998) também
encontraram que 21,5% das estirpes analisadas continham
genes codificadores de proteinas téxicas a coledpteros e
7,9% a dipteros, que diferem dos dados obtidos neste
trabalho e nos de Ben-Dov et al. (1997) e Chak et al.
(1994). Ambos autores encontraram estirpes com genes
codificadores de proteinas Cry4 (téxico a dipteros) e nao
encontraram genes codificadores de proteinas Cry3,
efetivas a coledpteros.

E importante assinalar que devido  grande diversidade
ecoldgica entre as regioes brasileiras e mesmo dentro
delas, é necessario promover atividades sistematicas de
coleta e caracterizacao de bacilos entomopatogénicos em
busca de estirpes com novos genes ou novas
caracteristicas de patogenicidade. Finalmente, cumpre
ressaltar que as estirpes depositadas no Banco de
Germoplasma de Agentes de Controle Bioldgico da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia poderao ser
cedidas para fins de pesquisa e experimentacao mediante
assinatura de Termo de Transferéncia de Materiais (TTM),
segundo a legislacdo em vigor.

Tabela 3. Quantidade e porcentagem de estirpes de B. thuringiensis téxicas contra C. quinquefasciatus, A. aegypti, A.

gemmatalis, S. frugiperda e T. molitor. oriundas de diferentes regides

C. quinquefasciatus A. aegypti
Norte - -
Nordeste - 4
Centro-oeste 2 -
Sudeste 1 2
Sul - 1
Total 3 (3,8%) 7 (9,0%)

A.gemmatalis S. frugiperda T. molitor
4 2 -
22 - -
2 - -
1 - -
3 2 1
32 (41,5%) 4 (5,1%) 1(1,2%)
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