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Prospeccao de estirpes de
Bacillus thuringiensis
efetivas contra mosquitos

Resumo

Neste trabalho foram realizados testes de patogenicidade com 210 de Bacillus
thuringiensis contra larvas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, a fim de
se determinar as mais eficazes para a formatacao de um bioinseticida brasileiro.

Estas estirpes foram isoladas de diversas regides do Brasil e estao armazenadas
na Colecao de Bacillus spp. da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As
estirpes selecionadas foram caracterizadas por métodos morfolégicos
(microscopia), bioquimicos (SDS-PAGE 10%) e moleculares (Reacao em Cadeia
Polimerase).

Foram selecionadas 11 estirpes entomopatogénicas de Bacillus thuringiensis.
Ainda que todas as estirpes de Bacillus thuringiensis fossem téxicas, nenhuma
delas apresentou CL, inferior ao padr&o, B. thuringiensis israelensis (Bti), contra
A. aegypti. Nenhuma das estirpes de Bacillus thuringiensis apresentou produtos
de PCR esperados para a deteccao dos genes cry4, cry11 e cyt. A
patogenicidade das estirpes ndo esta associada a presenca das toxinas Cry4,
Cry11 ou Cyt, assim, essas estirpes poderao ser utilizadas para a formatacao de
um bioinseticida alternativo, caso populacdoes de mosquito desenvolvam
resisténcia ao Bti.

Termos para indexacao: Bacillus thuringiensis, controle biolégico, mosquitos.



Selection of Bacillus
thuringiensis strains toxic
against mosquitoes

Abstract

In this work, 210 Bacillus thuringiensis strains were evaluated against Aedes
aegypti and Culex quinquefasciatus larvae to select the most effective of them,
to be used in a basis of a national product.

These strains were isolated from different regions of Brazil and they are stored in
a Bacillus spp. Collection at Embrapa Genetic Resources and Biotechnoloy. The
selected strains were characterized by morphological, biochemical methods.

Eleven Bt strains were identified after the selective bioassays. Even though
strains were pathogenic, none of them showed lower LC,, than Bti against A.
aegypi. None of these strains produced the expected PCR products for cry4,
cry11 and cyt genes. These results indicated that the activity of mosquitocidal
Brazilian strains are not related with Cry4, Cry11 or Cy proteins, so they could
be used as an alternative bioinseticide against Bti resistant mosquitoes
populations.

Index terms: Bacillus thuringiensis, biological control, mosquitoes.
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Introducéao

No Brasil algumas espécies de insetos pertencentes as familias Culicidae e
Simulidae tém grande importancia na transmissao de agentes etioldgicos de
doencas humanas e animais. Como exemplo pode ser citado o mosquito Aedes
aegypti, responsavel por mais de 750.000 casos de dengue no ultimo verao
(2001/2002) (Vilarinhos, 2002).

Dentre as estratégias empregadas para o controle de vetores de endemias, a
Organizacao Mundial de Saude recomenda a utilizacdo de bioinseticidas a base
de Bacillus thuringiensis (WHO, 1985). As vantagens da utilizacao desse bacilo
sdo a especificidade, o efeito nao poluente, a inocuidade aos mamiferos e
vertebrados e a auséncia de toxicidade as plantas (Whiteley & Schnepf, 1986).
Esta bactéria apresenta alta variabilidade genética, produzindo mais de 40
classes diferentes de proteinas tdéxicas contra insetos das ordens Diptera,
Lepidoptera e Coleoptera (Feitelson et al., 1992).Pesquisadores de varias partes
do mundo buscam novas estirpes de B. thuringiensis capazes de produzir novas
toxinas, ou que sejam eficazes para o controle de outros organismos. Estima-se
gue existam 50.000 estirpes conhecidas.

Produtos a base deste bacilo sdo comercializados em todo o mundo ha mais de
cinqlenta anos. No Brasil até o momento nao existem empresas produzindo
nenhum bioinseticida a base dessa bactéria, assim, todo o produto utilizado é de
alto custo, inviabilizando, em muitos casos, sua utilizacao.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia possui 500 estirpes de B.
thuringiensis que estao armazenadas no Banco de Bacillus spp.
Entomopatogénicos (Monnerat et al., 2001).

Este trabalho teve como objetivo selecionar as estirpes de B. thuringiensis mais
eficazes para o controle de mosquitos (Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus).
As estirpes que apresentaram resultado positivo foram caracterizadas através de
métodos bioquimicos, moleculares e ultra-estruturais (Silva-Werneck &
Monnerat, 2001).
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Material e Métodos
Estirpes utilizadas

Foram utilizadas 210 estirpes de B. thuringiensis pertencentes ao Banco de
Bacillus spp. Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Essas estirpes sao originarias de amostras de solo e agua
coletadas em diferentes regides do pais (Monnerat et al., 2001).

Bioensaios contra mosquitos das espécies Culex quinquefasciatus e Aedes
aegypti

Foram realizados dois tipos de bioensaios: o seletivo, ou discriminante, cujo
objetivo foi determinar quais estirpes apresentavam atividade entomopatogénica;
e o de dose, cujo objetivo foi determinar quais as estirpes mais toxicas. Para isso
foi calculada a concentracao letal necessaria para matar 50% da populacao
testada (CL, ), ou seja, a viruléncia das estirpes.

Bioensaios seletivos: Realizaram-se bioensaios seletivos com os 210 isolados de
B. thuringiensis contra larvas de 2%/3° estagio de C. quinquefasciatus e A.
aegypti. Para a realizacao do bioensaio seletivo, 1 ml do caldo bacteriano
crescido em meio NYSM (Kalfon et a/., 1983) por 48 horas a 28°C e 200 rpm,
foi colocado em 2 copos descartaveis de 200 ml contendo 100 ml de agua
destilada e 25 larvas de 2° estagio de C. quinquefasciatus ou A. aegypti. Um
copo sem a cultura foi deixado como controle e apds 48 horas fez-se a leitura do
numero de sobreviventes. Apds 24 e 48 horas realizou-se a leitura dos
resultados. Eram consideradas patogénicas as estirpes que causassem 50% ou
mais de mortalidade as larvas das espécies dos mosquitos, apdés 48 horas de
contato (Silva-Werneck & Monnerat, 2001).

Bioensaio de dose (CL,): Para determinacao da CL, foram feitas diluicGes
seriadas decimais com a cultura bacteriana cultivada nas mesmas condicdes
descritas no item anterior e liofilizadas. Em seguida, colocou-se 1 ml de cada
uma das diluicoes em copos, em triplicata, como para o bioensaio seletivo. Um
copo sem a cultura foi deixado como testemunha. Quarenta e oito horas apés o
inicio do teste foi feita a contagem do ndimero de larvas mortas, e determinou-se
a CL,, (concentracgdo letal necesséaria a matar 50% das larvas testadas), através
da anéalise de Probits (Finney, 1971).
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Para comparacao dos resultados de B. thuringiensis fez-se o controle positivo
com B. thuringiensis israelensis (Bti), IPS-82, a estirpe padrao recomendada pela
OMS (Organizacdo Mundial da Saltde) que vem sendo utilizada em todo o
mundo, principalmente para o controle de larvas de A. aegypti (WHO, 1985).

Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%)

A anédlise das proteinas presentes nas estirpes foi determinada através de
eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) que permitiu
conhecer o perfil e a massa molecular das toxinas produzidas pelas estirpes.

As proteinas de B. thuringiensis foram extraidas de acordo com Lecadet et al.
(1991). As mesmas foram crescidas em meio NYSM (Kalfon et al., 1983) 30°C
por 48 horas em incubador rotativo.

Em seguida, 1 ml do cultivo de cada estirpe foi colocado em eppendorf
previamente autoclavado e centrifugado por 5 minutos a 12.800g. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento foi lavado com 1ml de NaCl 0,15M e
centrifugado a 12.800g por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1ml de PMSF
TmM. Apds nova centrifugacao (12.800g por 5 minutos), o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em 250ul de PMSF 1TmM para estoque
em freezer (-20°C).

As amostras foram ressuspendidas em tampao de proteina 5X (1,5M Tris-HCI,
pH 6,8, Glicerol, SDS, 2f3-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) fervidas a
100°C por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE numa
concentracdo de 10%. O gel foi corado em solucdo Comassie Blue corante
(40% metanol e 25% de Comassie blue 250-R) por 1 hora e descorado em
solucao descorante (40% metanol e 10% de &cido acético) até visualizacdo das
bandas de proteinas que correspondem as toxinas presentes.

Para comparacao dos resultados B. thuringiensis israelensis e B. thuringiensis
aizawai foram utilizados como padroes.
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Analise da presenca de genes de toxinas através da reacdo em cadeia da
polimerase

Para identificar os genes codificadores das toxinas realizou-se a caracterizagao
molecular através de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) com as estirpes que
se mostraram patogénicas, utilizando diferentes oligonucleotideos (Carozzi et al.,
1991; Céron, et al., 1995; Bravo et al., 1998).

A metodologia de extracao de DNA utilizada foi a descrita por Bravo et al.,
1998. As estirpes de B. thuringiensis foram cultivadas em meio agar nutritivo a
30°C por 16 horas. Uma pequena quantidade do cultivo (com auxilio de uma
alca de platina) foi ressuspendida em 100l de Agua MilliQ estéril em um
eppendorf previamente esterelizado. Em seguida a amostra foi congelada no
freezer por 1 hora e fervida por 10 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
transferido para outro eppendorf. Preparou-se, entao, a Reacao de Polimerizacao
em Cadeia (PCR). As reacdes foram realizadas utilizando-se oligonucleotideos
especificos para a deteccao dos genes cry4, cry11 e cyt.

Para a deteccao do gene cry4 (Tabela 1), os primers utilizados foram os
descritos por Carozzi et al., (1991), denominados Dip 1A/1B e Dip2A/2B. As
condicdes da reacao foram descritas pelos mesmos autores: adicionou-se 15ul
do DNA em 50ul do mix da PCR contendo 12.5uM de cada primer, 2.5 U de
Tag DNA Polimerase (5.0 U), 100mM de dNTP mix, em termociclador com
seguinte programa: 94°C por 45 segundos de desnaturacao, 45°C por 45
segundos de anelamento, 72°C por 1 minuto de extensdo num total de 35
ciclos.

Analisou-se 20ul de cada produto obtido em gel de agarose 0,8% corados com
brometo de etidio e visualizado em luz ultra-violeta. B. thuringiensis israelensis
gue apresenta o gene cry4 foi utilizado como controle positivo. Os primers
utilizados para a deteccdo dos genes cry77 e cyt (Tabela 2) foram descritos por
Bravo et al., (1998). As condicdes da reacao foram descritas pelos mesmos
autores, adicionou-se 15ul do DNA em 50ul do mix da PCR contendo 12.5uM
de cada primer, 2.5 U de Tag DNA Polimerase (5.0 U), T00mM de dNTP mix,
em termociclador com seguinte programa: 95°C por 2 minutos de desnaturacao
inicial, 95°C por 1 minutos de desnaturacado, 51°C por 1 minuto de anelamento
e 72°C por 5 minutos de extensdo num total de 30 ciclos. Analisou-se 20ul de
cada produto obtido na PCR em gel de agarose 2% corados com brometo de
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etidio e visualizado em luz ultra-violeta. B. thuringiensis jegathesan e o B.
thuringiensis medellin, que apresentam os genes cry77 e cyt foram utilizados
como controle positivo.

Tabela 1. Seqliéncia dos oligonucleotideos descritos pela Carozzi et al., (1991)
correspondentes ao gene cry4 geral

Primer Genes Produto Sequéncia 5°-3°

Dip1A Cry4A 797 CAAGCCGCAAATCTTGTGGA
Dip1B Cry4B ATGGCTTGTTTCGCTACATC
Dip2A Cry4A 1290 GGTGCTTCCTATTCTTGGC
Dip2B TGACCAGGTCCCTTGATTAC

Tabela 2. Seqliéncia dos oligonucleotideos descritos pela Bravo et al., 1998 dos
genes cry11 e cyt de Bacillus thuringiensis

Primer Genes Produto (bp) Sequéncia 5°-3°

Gral-cry11 cry77A 305 TTAGAAGATACGCCAGATCAAGC (d)
cryl1B 305 CATTTGATACTTGAAGTTGTAATCCC ()

Gral-cyt cytlAa 522 AACCCCTCAATCAACAGCAAGG (d)
cyt!Ab 525 GGTACACAATACATAACGCCACC (r)

Microscopia eletronica de varredura

Os cristais de B. thuringiensis foram purificados de acordo com o protocolo
descrito por Thomas & Ellar (1983). As estirpes de B. thuringiensis foram
submetidas a purificacdo do cristal apés o cultivo em meio NYSM (Kalfon et al.,
1983) a 30°C por 48 horas a 200 rpm ou até completar esporulacdo total. Esse
material foi transferido para tubo Falcon previamente esterilizado e centrifugado a
12.800g por 10 minutos. Observou-se a presenca de cristais no sobrenadante,
em caso afirmativo guardou-se o mesmo.

O sedimento foi lavado 3 vezes em uma solucdo contendo agua, O, TmM de
PMSF e 0,01% de triton e ressuspendido em 3 ml de tampao TTN (Triton 1%,
Tris HCL 1M pH 8 e NaCl 5M).
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Em seguida, cada amostra foi sonicada a 3 pulsos de 1 minuto, com 1 minuto
de intervalo entre cada pulso. Durante esse processo as amostras foram
mantidas no gelo.

Foi preparado um gradiente de sacarose com as concentracdes de 84%, 79%,
72% e 69%, sobre o qual cada uma das amostras foi colocada. O gradiente foi
entao centrifugado a 47.800g por 20 minutos a 4°C (ultracentrifuga Sorvall,
modelo Combi Plus, rotor AH 628). Apds a centrifugacao as bandas contendo
cristais foram recuperadas, diluidas em igual volume de dgua e centrifugadas a
12.800g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 1 ml de uma solucao de triton 0,01%. Esse procedimento foi
repetido 2 vezes. O sedimento final foi ressuspendido em 4 ml de solucao de
PMSF 0,1 mM e armazenado a -20°C.

Para a microscopia de varredura, as amostras foram liofilizadas, depositadas
sobre suportes metdlicos, cobertas com ouro por 180 segundos, utilizando-se
metalizador EMITECH modelo K550 e observadas em microscépio eletronico de
varredura Zeiss modelo DSM 962.

Resultados e Discussao
Bioensaios seletivos e de dose (CL)

Dentre as 210 estirpes testadas, quatro apresentaram toxicidade contra A.
aegypti e duas contra A. aegypti e C. quinquefasciatus. Todas tiveram a CL,
determinada (Tabelas 3 e 4).

Ainda que todas as estirpes fossem toxicas, nenhuma delas apresentou CL,
inferior ao padrao, B. thuringiensis israelensis (Bti), contra A. aegypti. Cabe
destacar que o Bti apresentou CL,, pelo menos duas vezes inferior a CL,,da
estirpe S479, que foi a mais téxica dentre as ativas contra este mosquito
(Tabela 3).

Os resultados do bioensaio contra C. quinquefasciatus mostraram que a estirpe
S550 apresentou toxicidade semelhante ao padrao Bti, enquanto que a estirpe
S447 foi a menos efetiva (Tabela 4).
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Tabela 3. Resultado da CL,, (ug/ml) das estirpes de Bacillus thuringiensis contra
Aedes aegypti

Estirpes CL,, Intervalo de confianca Homologia
S479 6,77 2,73 - 29,65 B
$1255 9,80 4,24 - 115,04 B
S550 14,79 4,31 - 961,40 B
S447 20,14 4,08 - 842,02 B
§$285 23,76 6,61 - 181,16 B
S685 41,59 9,72 - 502,64 B
IPS82 (Bti) 1,06 0,82 - 1,43 A

Tabela 4. Resultado da CL,, (ug/ml) das estirpes de Bacillus thuringiensis contra

Culex quiquefasciatus

Estirpes Intervalo de confianca Homologia
S§550 0,073 0,048 - 0,11 AB

S447 0,089 0,069 -0,12 B

IPS82 (Bti) 0,034 0,02 - 0,065 A

Eletroforese de proteinas totais (SDS-PAGE) de Bacillus thuringiensis

Todas as 11 estirpes apresentaram distintos perfis de proteina, entretanto, em
todos os géis foi observada a presenca de uma proteina de peso molecular em
torno de 130 kDa (Figuras 1 e 2). O peso molecular desta proteina é compativel
com o da proteina Cry4, uma das toxicas a dipteros, presente na estirpe padrao
de Bti (Bravo et al., 1998).

Algumas estirpes como a S596 e a S1253 apresentaram apenas a proteina de
130 kDa. As estirpes S550, S685, S764 e S1255 apresentaram uma proteina
além da de 130 kDa, respectivamente de 70, 65, 65 e 60 kDa. As estirpes
S285, S447 e S479 apresentaram duas proteinas além da de 130 kDa,
respectivamente de 125 e 45, 60 e 40, 60 e 40 kDa (Figuras 11 e 12). Cabe
salientar que a proteina Cry11, também efetiva contra mosquitos, apresenta peso
molecular de 70 kDa (Bravo et al., 1998).
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kDa

130

70

60

40

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 1. SDS-PAGE 10% das estirpes de B. thuringiensis. 1: Marcador de proteina
Gibco BRL; 2: Bta; 3: Bti; 4: S285; 5: S447; 6: S479; 7: 550 e 8: S583

kDa

130

Fig. 2. SDS-PAGE 10% das estirpes de B. thuringiensis. 1: Marcador de proteina
Gibco BRL; 2: Bta; 3: Bti; 4: S596; b: S685; 6: S764; 7: 1253 e 8: S12bb
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Anidlise da presenca de genes de toxinas através da reacdo em cadeia da
polimerase

Nenhuma das estirpes testadas apresentou produtos de PCR esperados para a
deteccao dos genes codificadores das proteinas Cry4 (Figuras 3a e 3b), Cry11
(Figura 4) e Cyt (Figura 5). Esse resultado indica que a toxicidade das estirpes
nao esta ligada a presenca dessas proteinas e que as proteinas de pesos
moleculares de 130 e 70 kDa., similares a Cry4 e Cry11 presentes nas estirpes
estudadas estao sendo codificadas por genes diferentes de cry4 e cry11.

Dip1A/Dip1B Dip2A/Dip2B

172 3 45 6 7 8 910111213 172 3 45 6 7 8 910111213

Fig. 3. Caracterizacdo molecular através de PCR das estirpes de B. thuringiensis com
os primers Dip1A/Dip1B (a) e Dip2A/Dip2B (b). 1: Marcador 1Kb da Pharmacia; 2:
Controle negativo; 3: Bti; 4: S285; 5: S447; 6: S479; 7: S550; 8: S583; 9: S596;
10: S685; 11: S764; 12: S1253 e 13: S12565.

cry117 geral

12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Fig. 4. Caracterizacdo molecular através de PCR das estirpes B. thuringiensis com o
primer geral cry77. 1: Marcador 1Kb da Pharmacia,; 2: Controle negativo; 3: JEG; 4:
medelin; 5: S285; 6: S447; 7: S479; 8: S550; 9: S583; 10: S596; 11: S685; 12:
S764; 13: S1253, 14: S1255.
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172 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Fig. 5. Caracterizacdo molecular através de PCR das estirpes B. thuringiensis com o
primer geral cyt. 1: Marcador 1Kb da Pharmacia,; 2: Controle negativo; 3: JEG; 4:

medelin; 5: S285; 6: S447; 7: S479; 8: Sb50; 9: Sb83; 10: Sb96; 11: S685; 12:
S764; 13: S1253, 14: S1255

Microscopia eletronica de varredura

As analises efetuadas em microscopia eletronica de varredura mostraram que as
estirpes S447, S479 apresentam cristais redondos semelhantes ao do padrao
Bti. Esta forma é tipica das proteinas Cry4, que ndo estao presentes nas duas
estirpes mencionadas, entretanto, como a forma do cristal é produto de um
arranjo das proteinas, pode ser que as proteinas presentes nessas estirpes
possam ser parecidas ao Cry4. A estirpe S447 apresentou ainda um outro cristal
redondo de tamanho inferior ao anteriormente mencionado. As estirpes S285 e
S596 apresentam cristais redondos, bem pequenos e diferentes dos cristais do
Bti (Figura 6).

As estirpes S550 e S764 apresentaram cristais redondos e bipiramidais (Figura
7). E provéavel que a atividade mosquitocida dessas estirpes esteja ligada a
presenca dos cristais redondos. Testes de patogenicidade contra lepidépteros
deverao ser conduzidos com essas estirpes, pois a presenca de cristais
bipiramidais pode indicar que as mesmas tenham atividade contra insetos desta
ordem (Monnerat & Bravo, 2000).
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Fig. 6. Micrografia eletronica de varredura da mistura esporos-cristais de diferentes
estirpes de Bacillus thuringiensis (1) estirpe S447, (2) estirpe S596, (3) estirpe S479,

(4) estirpe S285, (5) Bti, mostrando (e) esporos, (r) cristais redondos
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Fig. 7. Micrografia eletronica de varredura da mistura esporos-cristais de diferentes
estirpes de Bacillus thuringiensis (1) estirpe S550, (2) estirpe S764, mostrando (e)

esporos, (r) cristais redondos, (bp) cristais bipiramidais
Conclusao

Ainda que nenhuma das estirpes estudadas tenham apresentado toxicidade mais
elevada do que a do B. thuringiensis israelensis, pode-se constatar que a
patogenicidade das estirpes ndo esta associada a presenca das toxinas Cry4,
Cry11 ou Cyt, assim, essas estirpes poderao ser utilizadas para a formatacao de
um bioinseticida alternativo, caso populacdes de mosquito desenvolvam
resisténcia ao Bti.

Novos estudos deverao ser conduzidos a fim de se conhecer as toxinas
responsaveis pela toxicidade aos mosquitos.
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