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“Unless we change our way of thinking, we will not be able to solve the problems
caused by the way we get used to seeing the world”

Albert Einstein
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AVALIACAO DE Bacillus thuringiensis israelensis EM UM NOVO FORMULA-
DO PARA O CONTROLE DE LARVAS DE Aedes aegypti.

Autor: Ademir Tramontini Schmitt
Orientador (a): Profé. Dr2. Onilda Santos da Silva

RESUMO

Aedes aegypti € uma importante espécie de mosquito que pode transmitir varios
tipos de arbovirus como os da dengue, febre amarela, Chikungunya, além do Zika
virus. Desta forma, o controle deste vetor € mundialmente importante, principal-
mente através do uso de inseticidas biolégicos que permanegam ativos por um
longo periodo de tempo nos criadouros dos mosquitos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito larvicida de um novo formulado de Bacillus thuringiensis israe-
lensis (Bti) para o controle de larvas de Ae. aegypti. Para este teste 10 concentra-
cbes de Bti foram analisadas verificando a eficacia de mortalidade apoés 48h.
Através de analises de regressao logistica de Morte por log (dose (ul)) e intervalos
de confianga do modelo Probit foram determinadas as concentragdes letais CLso,
CLgo bem como foi determinado a Biopoténcia (UTI/ml) do formulado produzido.
Também foram avaliados os efeitos residuais em ambientes secos e ambientes
com agua. Além destes, foram realizados testes complementares como, confir-
macao da presenca de proteinas através da avaliagdo do peso molecular das pro-
teinas por Eletroforese. Determinagcdo de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC) de Bti durante o periodo de efeito residual. Os resultados demonstram que
as CLso e CLoo foram de 0,3 e 0,7 pl/L respectivamente. A analise de determina-
¢ao de poténcia utilizou como base a CLso de 0,013 mg/L do IPS82. Sendo assim
a Poténcia do novo formulado de Bti. ficou estipulada em 800 UTI/ul. Das 120
analises realizadas para a representagdao do efeito larvicida, 72 apresentaram
mortalidade superior a 99% em 48h de exposi¢cao. Quanto ao efeito residual em
ambientes com agua, o novo formulado apresentou-se apto para a utilizagédo até o
13° dia. Para ambientes secos o mesmo mostrou-se afetivo até o 30° dia de anali-
se. Os pesos moleculares das proteinas encontradas foram compativeis com os
pesos das proteinas Cry10A, Cry11A, Cry4A, Cry4B. Durante a avaliagao do efei-
to residual em locais com agua a concentracédo de UFC/ml de agua era de
1,00x10°. No 4° dia a concentracdo era de 7,33x10* e apds o 13° dia a concentra-
c¢ao havia diminuido para 3,50x10° células por ml. O novo formulado de Bti mos-
trou-se apto para a comercializagdo, apresenta resultados efetivos no controle de
larvas de Ae. aegypti permanecendo com caracteristica virulenta tanto em ambi-
entes com agua quanto em ambientes secos, n&o apresenta influéncia da termo-
variagao, manteve-se estavel pelo periodo equivalente ha trés anos e nao apre-
senta fitotoxicidade a plantas.

'Dissertagao de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (71 p.) Agosto,
2018.
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EVALUTION OF Bacillus thuringiensis israelensis A NEW FORMULATION
FOR THE CONTROL OF Aedes aegypti LARVAE

Author: Ademir Tramontini Schmitt
Advisor: Profe. Dr2. Onilda Santos da Silva

ABSTRACT

Aedes aegypti is an important mosquito species that can transmit various types of
arboviruses such as dengue fever, yellow fever, Chikungunya, in addition to the
Zika virus. In this way, the control of this vector is worldwide important, mainly
through the use of biological insecticides that remain active for a long period of
time in mosquito breeding sites. The objective of this work was to evaluate the lar-
vicidal effect of a new formulation of Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) for the
control of Ae. aegypti. For this test 10 concentrations of Bti were analyzed by
checking the efficacy of mortality after 48h. Logistic regression analysis of log
death (dose (ul)) and confidence intervals of the Probit model determined the le-
thal concentrations CLso, CLgo as well as the Biopotency (UTI / ml) of the formulat-
ed product was determined. Residual effects were also evaluated in dry environ-
ments and water environments. In addition, complementary tests were carried out,
such as confirmation of the presence of proteins through the evaluation of the mo-
lecular weight of the proteins by Electrophoresis. Determination of Colony-Forming
Units (CFU) of Bti during the period of residual effect. The results demonstrate that
the LCso and CLgo were 0.3 and 0.7 pl / L respectively. The power determination
analysis used the LCso of 0.013 mg / L of IPS82 as the base. This is the Power of
the new formulation of Bti. was set at 800 UTI / ul. Of the 120 analyzes performed
for the representation of the larvicidal effect, 72 presented mortality superior to
99% in 48h of exposure. As for the residual effect in environments with water, the
new formulation was suitable for use until the 13th day. For dry environments the
same was affective until the 30th day of analysis. The molecular weights of the
proteins found were compatible with the weights of the proteins Cry10A, Cry11A,
Cry4A, Cry4B. During the evaluation of the residual effect in locations with water
the concentration of CFU / ml of water was 1.00x10°. On the 4th day the concen-
tration was 7.33x10* and after the 13th day the concentration had decreased to
3.50x10° cells per ml. The new formulation of Bti proved to be suitable for com-
mercialization, presents effective results in the control of Ae. aegypti remains viru-
lent in both water and dry environments, does not show influence of thermovaria-
tion, has remained stable for the equivalent period for three years and does not
present plant phytotoxicity.

Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (71 p.)
August, 2018.
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2. INTRODUGAO

Aedes aegypti € uma espécie de mosquito que possui comprovada ca-
pacidade vetorial para hospedar varias espécies de arbovirus, e competéncia pa-
ra transmiti-los a varios animais vertebrados, incluindo humanos. Muitos desses
arbovirus podem provocar doengas como: Dengue, Chikungunya, Febre Amarela,
e Zika. Sua eficiente competéncia de transmitir tais agentes de doencas se deve,
principalmente, a atividade hematofagica das fémeas, que podem se alimentar de
varios hospedeiros durante seus ciclos gonotroficos, garantindo a transmissao de
arbovirus (Aldama & Garcia, 2001; Lozovei, 2001;). Ae. aegypti € uma espécie
altamente domiciliada, que realiza frequente oviposicdo em recipientes proximos a
agua, o que constitui um risco iminente para a proliferagcdo desses mosquitos
(Monath, 1994; Clements, 1999). Também se deve ressaltar a dificuldade existen-
te em realizar seu controle populacional, uma vez que possuem um ciclo de vida
particular, procriando-se nos mais variados habitats, de preferéncia préximo a re-
sidéncias humanas (Carrera, 1991).

A comprovada capacidade de resisténcia desses insetos aos varios in-
seticidas quimicos utilizados nas ultimas décadas (Lima et al., 2006) e a maior
consciéncia mundial para a preservacdo do ambiente natural, conduziram a pes-
quisa cientifica a estudos de larvicidas biolégicos como o Bacillus thuringiensis
israelensis — Bti (Santos 2008). Este tipo de larvicida causa uma agao patogénica
nas larvas de insetos suscetiveis, que é produzida por esporos do complexo cris-
talino proteico do inseticida no intestino. Os esporos deste complexo sao dissoci-
ados por proteases resultando na formacao de poros na parede celular, o que
resultara na morte das larvas através de uma citolise celular (Lima et al., 2005).

Produtos a base de Bacillus thuringiensis sao comercializados ha mais
de 50 anos, com um mercado estimado em mais de 80 milhdes de dolares ao ano
(WHO, 1998). A utilizagao do Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) como larvicida
€ uma das técnicas de bio-controle mais antigas para combater Ae. aegypti. Este
larvicida é particularmente util em populacdes que apresentem altos niveis de re-
sisténcia aos inseticidas quimicos (Rozendaal, 1997). No Brasil foi necessaria a

troca de um larvicida quimico (Temephos) por Bti, em areas em que populacdes



de Ae. aegypti se tornaram resistentes a este produto (Braga & Valle, 2007). Con-
tudo, as formulagdes de Bti existentes disponiveis para utilizagdo em larga escala,
apresentam baixa persisténcia no ambiente, quando comparado ao Temephos
(Braga & Valle 2007).

“O uso de Bti se mostra muito efetivo no combate a simulideos e mos-
quitos, porém possui algumas falhas. Para que o efeito sob o controle dos insetos
seja eficaz é necessaria a melhoria constante dos produtos no mercado” (Arcy,
Silva & Cunha, 2014). Baseado no exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar
uma nova formulagdo de um bio-larvicida a base de Bti, o qual foi desenvolvido
junto a empresa Simbiose-agro, para o controle de larvas de Ae. aegypti. Assim,
foram feitos bioensaios para avaliar sua eficacia e substituir as formas tradicionais
de utilizacdo de produtos no controle deste vetor, uma vez que além de ser me-
nos agressivo ao ambiente ndo apresenta efeito fitotdxico a plantas modelo como

Lactuca sativa.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar uma nova formulagdo com Bacillus thuringiensis israelensis pa-

ra o controle de larvas de Aedes aegypti.

3.2  Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar a pureza das bactérias no produto bem como a estabi-
lidade do mesmo sob condi¢des ideais de armazenamento.

3.2.2 Buscar a presenca de 03 grupos de proteinas Cry10, Cry11 e
Cry4 através da avaliagdo do peso molecular das proteinas em SDS PAGE.

3.2.3 Verificar a susceptibilidade de larvas de terceiro instar final e
quarto inicial sob diferentes temperaturas, estimando-se as CLso, CLoo.

3.2.4 Determinar o efeito residual deste produto tanto em locais
com agua quanto em locais secos.

3.2.5 Verificar a fitotoxicidade do produto sobre Lactuca sativa.



4, REVISAO DA LITERATURA

4.1 Aedes aegypti

Aedes aegypti € uma espécie de mosquito altamente domiciliada que
realiza frequente oviposicdo em recipientes com agua, estabelecendo criadouros
artificiais dentro e ao redor de residéncias. Assim, agua limpa e parada no interior
de cisternas, latas, pneus e vasos de plantas constituem um risco iminente para a
proliferacédo do mosquito (Monath, 1994; Clements, 1999). Esta espécie de mos-
quito caracteriza-se por habitos preferencialmente diurnos e predilecdo pelo san-
gue humano para alimentagdo, com pico de atividade entre 8 e 10 horas da ma-
nha e 16 e 18 horas da tarde, escondendo-se nos horarios mais quentes (Gade-
Iha & Toda, 1985; Silva et al., 2004).

O intervalo entre hematofagia e oviposigao corresponde a 72 horas,
dependendo de condi¢des otimas de temperatura e disponibilidade de alimento
(PAHO, 1995). Estando completamente amadurecido, o ovo é capaz de suportar
condi¢cdes ambientais adversas, podendo resistir a situacbes como ressecamento,
baixa de temperatura, insolacdo e mesmo assim permanecer viavel até 492 dias
apos a oviposigao (Gomes et al., 2016). O ovo pode permanecer por muitos me-
ses no ambiente, s6 eclodindo ao entrar em contato com a agua (Gomes et al.,
2016). Quanto ao ciclo de vida, sob condi¢cbées favoraveis como temperatura e
umidade, o embrido esta apto a eclodir por volta de 4 a 7 dias apds entrar em
contato com a agua, etapa esta que precede o periodo larvario, compreendido
entre quatro a oito dias (MS, 2017).

As larvas sao exclusivamente aquaticas e os criadouros preferenciais
desses insetos sdo os recipientes artificiais, tanto os deixados abandonados pelo
homem a céu aberto, que sao preenchidos pelas aguas das chuvas (como pneus,
garrafas, vasos e pratos de plantas, latas e vasos de cemitérios) quanto aqueles
utilizados para armazenar agua no uso doméstico (como caixas d’agua, tonéis e
cisternas destampados). As larvas desses mosquitos também se desenvolvem
em ambientes naturais como bromélias, buracos em arvores, escavagdes de ro-
chas e bambu. Alimentam-se de particulas orgénicas presentes na agua, alguns

tipos de algas e a filtragdo é a forma mais comum de alimentag¢ao, podendo filtrar



até dois litros de agua por dia (Consoli & Oliveira, 1994).

As larvas, morfologicamente sdo alongadas, vermiformes e esbranqui-
cadas. O corpo é formado por cabeca, térax e abdome. A cabecga possui um par
de antenas, olhos compostos e alguns ocelos e aparelho bucal mastigador-
raspador. O térax é globoso, mais largo do que a cabega, com segmentos fundi-
dos e revestidos por cerdas. No oitavo e ultimo segmento localiza-se o sifao respi-
ratério (curto e quitinizado) (Christopher, 1960).

O ciclo larval de Ae. aegypti compreende quatro instares, sendo que a
mudanga entre os instares dura aproximadamente 24 horas, quando em tempera-
tura média de 28,5°C. O primeiro instar (L1) rompe o ovo pelo atrito do espinho de
eclosao, formado por quitina situado na cabeca da larva contra a casca do ovo
(Christopher, 1960). A durabilidade dessa fase depende de fatores, tais como
temperatura da agua, densidade populacional no criadouro e disponibilidade de
alimento. O quarto instar (L4), estando na sua fase final de desenvolvimento, ces-
sa a alimentagéo, em virtude da sua metamorfose para o préximo estagio de vida,
a pupa, o qual nado se alimenta mais. O seu completo desenvolvimento leva em
torno de 6 a 10 dias e é influenciado por temperatura, luminosidade, salinidade,
poluentes organicos e inorganicos, entre outros (Christopher, 1960).

Ap0ds esse periodo, inicia-se a fase de pupa, a qual tem duracio apro-
ximada de 48 horas. A pupa nao se alimenta e € o estagio de vida que representa
a transicéo do individuo do meio aquatico para o terrestre. No estagio de pupa,
esta tem aspecto de “virgula” em virtude de sua cabega unir-se ao térax, forman-
do o cefalotérax. Normalmente fica parada na superficie da agua para que o mos-
quito adulto possa emergir de seu interior. Seu corpo tem coloragao esbranquica-
da semelhantemente a larva, porém, a medida que se aproxima da transformacgao
em adulto, adquire coloracdo mais escura. Respiram por trompas respiratorias
localizadas no cefalotérax que atravessam a superficie da agua (Christopher,
1960). Desde a fase de embrido até a forma adulta transcorre uma média de dez
dias e o acasalamento é realizado no primeiro ou segundo dia de vida adulta
(Consoli & Oliveira 1994; Costa, 2001; Forattini, 2002). Depois de emergir da pu-
pa, leva alguns segundos para que a quitina de seu corpo se enrijeca e permita

que este tenha forgas para voar e deixar o sitio de oviposicao.



Os espécimes adultos medem de 3 a 6 mm de comprimento. Apresen-
tam coloragdo escura com faixas brancas nas bases dos segmentos no torso e
um “desenho em forma de lira” no mesonoto. Apresentam antenas plumosas com
palpos mais longos nos machos, e pilosas nas fémeas, sendo esta uma das ca-
racteristicas morfoldégicas mais simples para a diferenciacdo. As fémeas adultas
sdo hematofagas, pois necessitam de sangue para maturagao dos ovos. Apresen-
tam aparelho bucal picador, embora também se alimentem de seivas de plantas
como os machos, enquanto esses possuem aparelho bucal tipo sifonador-sugador
(Christopher, 1960, Daffre, 2013).
A fémea alimenta-se preferencialmente de sangue de humanos. Con-
tudo, sua dieta pode variar entre outros animais vertebrados (Consoli, 1994).
Normalmente as fémeas desta espécie evitam o sol forte e temperaturas eleva-
das, tendo por habito preferencial picar nas primeiras horas da manha e nas ulti-
mas horas da tarde, embora ndo seja incomum encontrar fémeas fazendo repasto
sanguineo a sombra nas horas mais quentes do dia. As picadas normalmente nao
cocam e nao doem, o que muitas vezes faz com que individuo nao perceba a pi-
cada (Saude, 2012). Apés o repasto, as fémeas costumam levar até trés dias para
realizarem a oviposi¢cao (Consoli, 1994). Em geral a cada repasto sanguineo a
fémea faz uma postura de ovos depositando cerca 70 ovos, 0s quais sao libera-
dos aos poucos em diversos criadouros, a fim de aumentar as chances de perpe-
tuagao de sua linhagem e a dispersao do mosquito (Bentley,1989). A capacidade
de dispersdo do mosquito pelo vbo é pequena quando comparada a outras espé-
cies. A fémea normalmente reside nas proximidades do local onde eclodiu, deslo-
cando-se no maximo num raio de 100 metros. Contudo, quando a fémea esta
gravida ela pode se deslocar por areas mais longes em busca de um local ade-
quado para a postura dos ovos. Dentre os motivos que podem interferir na sele-
¢ao do sitio de oviposicao das fémeas os aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos
sdo os mais determinantes (Carrera, 1991), sendo que os aspectos sensoriais e
as respostas visuais sao determinantes na escolha dos locais de oviposi¢ao (Car-
rera, 1991).



4.2 Aedes aegypti como Vetor

No ano de 1881 o pesquisador Carlos Finlay citou pela primeira vez o
mosquito Aedes aegypti como vetor, sendo a Febre Amarela, a primeira doenga
vinculada a esta espécie (Exposito & Finlay, 1971; Bisset, 2002). Em 1906, “as
primeiras evidéncias de que o inseto também era transmissor do virus da dengue
foram publicadas por Brancroft” o que foi passivel de confirmagéo por Agramonte,
ainda em 1906 e posteriormente por Simmons, com data de 1931 (Martinez,
1990).

Posteriormente, experimentos comprovaram a eficiéncia de Ae. aegypti
para infeccao e transmissao de 22 arbovirus distintos, o que faz da sua presencga
um grande problema para a saude publica, tornando seu registro um importante
acontecimento. Atualmente, centenas de estudos relatam a grande disperséo
dessa espécie de mosquito e o seu papel na transmissao de arbovirus relaciona-
dos a dengue, chikungunya e zika. No continente americano, mosquitos natural-
mente infectados com o virus da dengue foram encontrados pela primeira vez em
1995, no México. No estudo foram detectados os virus DEnV-1 e DEnV-2 em ma-
chos adultos, fato que sugere a ocorréncia de transmissao trans-ovariana do virus
nessa regiao (Ibafiez-Bernal et al., 1997). Em fémeas infectadas com o virus da
dengue pode ocorrer a transmisséo vertical do virus, de forma que um numero
variavel de fémeas da prole, ja nasce infectada (Consoli, 1994).

Chikungunya € uma infecgdo causada por um arbovirus do género Al-
phavirus (Togaviridae). Até meados de 2006 esse virus havia sido detectado so-
mente na Africa (onde estava restrito a um ciclo silvestre) na Asia Oriental e na
india, onde sua transmissdo era principalmente urbana, envolvendo os vetores
Ae. aegypti e Aedes albopictus (Figueiredo, 2007). No Brasil, casos da doenca
foram detectados pela primeira vez em agosto de 2010. Em junho de 2014 foram
confirmados seis casos no Brasil de soldados que retornaram de uma misséao no
Haiti (Burt, 2012). Segundo dados publicados pelo Ministério da Saude, no dia 15
de outubro de 2014, foram confirmados 337 casos no pais, sendo 274 apenas na
cidade de Feira de Santana, na Bahia. Em 2015, ocorreu um surto na América do
Sul nos primeiros quatro meses deste ano com estimativa de 10 mil casos e 113

mortes (Cao-Lormeau et al., 2014, loos et al., 2014). Estima-se que 2.500 desses



casos foram no Brasil, a maioria dos casos na Bahia, Minas Gerais e S&o Paulo.
Em 2016 a doenca continuou a se espalhar pelo pais. No primeiro semestre de
2017 o estado do Ceara viveu uma nova epidemia da doenca.

O virus Zika, ZIKV, foi isolado pela primeira vez de uma espécie de
macaco Rhesus na floresta Zika de Uganda, em 1947 (Dick et al., 1952). Durante
meio século, o virus foi descrito como causador de infecgdes esporadicas em hu-
manos na Africa e na Asia, até 2007, quando ocorreu uma epidemia de febre de
Zika em Yaplsland, Micronésia (Duffy et al., 2009). Em 2013, uma grande epide-
mia foi relatada na Polinésia Francesa, concomitante com uma epidemia de den-
gue causada pelos sorotipos 1 e 3. ZIKV tem sido considerado emergente desde
2007 (Cao-Lormeau et al., 2014, loos et al., 2014).

No Brasil, os primeiros casos de Zika Virus apareceram no inicio de
2012 (Caron 2012). Pacientes comecaram a apresentar sintomas semelhantes
aos da gripe, seguido de manchas na pele e artralgia. No inicio de 2013, pesqui-
sadores da Universidade Federal da Bahia (UFBA) constataram, através de anali-
ses de reagao em cadeia de polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) que
os sintomas apresentados pelos pacientes eram causados pelo virus Zika (Faria
et al, 2016). Suspeita-se que sua entrada tenha se dado durante a Copa das Con-
federacdes de 2013, quando o pais recebeu turistas de varias partes do mundo,
inclusive de areas atingidas de forma mais intensa pelo virus (Faria et al, 2016).
Apds entrada no pais o virus comegou a se espalhar pela América do Sul e poste-
riormente América Central. Estima-se que em 2015, no Brasil foram registrados
mais de 14.827,01 casos de Zika, 13.524 na Colédmbia, 5.397 em El Salvador,
4.744 em Cabo Verde, 600 em Honduras, 68 na Guatemala. Demais paises da
Ameérica do Sul / Central somaram aproximadamente 170 casos. (Faria et al,
2016).

Estudos recentes (Kraemer et al, 2015) relatam a atual dispersédo de
Ae. aegypti pelo mundo e identificam sua ampla distribuicdo em quase todos os
continentes. Entretanto, o Brasil parece ser o pais de maior importadncia na dis-
persdo dos mosquitos, uma vez que os mesmos sdo encontrados de norte a sul

do pais. (Fig. 1)



Figura 1 - Distribuicdo global de Aedes aegypti (A) e Aedes albopictus (B). Os pontos pretos re-

ferem-se as populagdes de mosquitos encontradas. Adaptado de Kraemer et al., (2015).

4.3  Controle Vetorial

Existem trés métodos especificos destinados para o controle vetorial os
quais sao baseados em principios quimicos, fisicos e biologicos. O controle biolo-
gico foi definido como a agao de parasitoides, predadores e patégenos que inter-
ferem na manutencdo da densidade populacional de outro organismo (De-
bach,1968). Dessa forma, envolve a introducao natural ou artificial, no ambiente
de seus inimigos naturais, tais como predadores, parasitos ou organismos pato-
génicos. Nesse método de controle pode-se incluir peixes, insetos, protozoarios,
bactérias, fungos e até mesmo crustaceos (Rozendaal 1997; Ministérios da Saude
& Fundacgao Nacional De Saude, 2001).

Recentemente, observa-se um aumento de pesquisas avaliando o po-
tencial de aplicagdo de microrganismos entomopatogénicos no controle de veto-

res (lturbe-Ormaetxeet Al., 2011, Finkler 2012). Estes estudos tém sido estimula-
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dos pelo fato de que tanto alguns agentes patogénicos quanto os microrganismos
simbiontes de artrépodes, habitam o mesmo ambiente (o intestino médio). Tendo
este conceito formado, levanta-se a hipotese de que a relagdo simbidtica (entre
mosquitos e microrganismos) apresenta importantes implicagdes tanto no suces-
so evolucionario destes culicideos, incluindo sua distribuicdo e dispersdo, quanto
no desenvolvimento, inibicdo e transmissdo de seus patdgenos (Cirimotich et al.,
2011).

O uso de fungos entomopatogénicos para o controle de mosquitos ja
foi tema de diversos estudos (Scholte et al., 2007, Finkler 2012). No Brasil, os
fungos tém sido utilizados basicamente em ensaios controlados de laboratdrio,
apresentando, no entanto, respostas promissoras, em particular a espécie Me-
tarhizium anisopliae (Paula et al., 2008, Pereira et al., 2009). Diversas espécies
de fungos ja foram utilizadas como agente bioldgico para o controle de varias es-
pécies de mosquitos, seja em condi¢cdes de laboratério ou em ensaios controlados
em campo (Scholte et al., 2004). Para Ae. aegypti resultados promissores foram
alcangados quando larvas de primeiro e segundo estadios foram expostas aos
fungos Leptolegnia chapmanii (Mcinnis E Zattau 1982) Lagenidium giganteum
(Mccray et al., 1973).

De acordo com Lardeux et al., (2002) o uso de crustaceos no controle
de Ae. aegypti é conhecido e praticado desde os anos 1980 em paises do sudes-
te asiatico, principalmente Vietham e Tailandia. Peixes s&o adicionados geralmen-
te em grandes depdsitos artificiais, como caixas d’agua, tonéis e cisternas, sendo
utilizados como alternativas de controle biolégico em paises como Nicaragua,
México e no Sudeste Asiatico (Martinez-lbarra et al., 2003). O controle biolégico
com agentes, incluindo peixes e copépodes larvéfagos apresentaram um papel
comprovado no controle de Ae. aegypti (Nam et al., 2000; Kay et al., 2002). Entre-
tanto, as dificuldades operacionais (particularmente a falta de instalagdes, na cria-
¢ao em massa e a necessidade frequente de reintroducdo destes agentes) tem
reduzido largamente sua utilizagdo (Guzman et al., 2010). Por volta dos anos
1970, foram descobertas bactérias efetivas contra insetos de importancia médica,
principalmente mosquitos. Em 1964, foi descrita uma cepa de Bacillus sphaericus

(Bs) com efetividade contra mosquitos (Kellen & Meyers, 1964). Embora seu es-
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pectro de agao seja restrito a certos tipos de larvas de mosquito, sua eficacia em
aguas poluidas tornou-a particularmente util contra algumas espécies de Culex,
vetores de filarioses e de encefalites virdticas. Durante a ultima década, tem au-
mentado o uso de Bs em programas de controle de mosquitos que se desenvol-
vem em aguas poluidas, em areas urbanas (WHO, 1999). Duas outras espécies
de bactérias foram descritas como promissoras para o controle de Ae. aegypti.
Silva et al., (2013) descreveram a toxicidade de Photorhabdus luminescens e Xe-
norhabdus nematophila (Enterobacteriaceae) contra larvas de Ae. aegypti, quan-
do colbnias bacterianas foram ofertadas as larvas. Além disso, Silva et al., (2017)
determinaram a susceptibilidade larval pela exposicdo a suspensdes bacterianas
de P. luminescens ou X. nematophila, em um gradiente de concentracdo do so-
brenadante de cultivo das mesmas. A suspensao bacteriana de P. luminescens foi
a mais eficiente para causar mortalidade as larvas. No entanto, o sobrenadante
de X. nematophila mostrou-se o mais efetivo e mais estavel. Os autores observa-
ram também que quando as larvas eram expostas a uma dose subletal de sobre-
nadante de X. nematophila, apresentavam menor taxa de emergéncia de pupa e
um atraso na emergéncia das mesmas. Consequentemente, houve menor taxa de
eclosao do mosquito adulto.

De outro modo, outros autores relataram outros grupos de bactérias es-
tdo sendo utilizadas para o controle de Ae. aegypti, como é o caso de Wolbachia,
uma espécie de bactéria simbionte intracelular, inofensiva ao homem e a animais
domésticos, encontrada naturalmente em mais de 60% dos insetos. A Wolbachia
€ capaz de reduzir pela metade o tempo de vida de um mosquito adulto e é capaz
de produzir incompatibilidade citoplasmatica completa, o que resulta em uma pro-
génie estéril (Mcmeniman et al., 2009; Moreira et al., 2009; Walker et al., 2011;
Dutra et al., 2015).

Dentre todas as bactérias estudadas para esta finalidade, as mais co-
nhecidas sao os Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), que vem sendo estudadas
desde os anos 70. Apos comprovacao de sua eficiéncia, novas cepas e novas
formulagdes, bem como formas de aplicacdes tem sido cada vez mais estudadas
visando a introducdo desta bactéria no cenario mundial para o controle vetorial,

como vem ocorrendo nos Estados Unidos e Africa Ocidental. (Donalisio & Glas-
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ser, 2002).

4.4  Bacillus thuringiensis israelensis

Atualmente a bactéria mais utilizada para o controle de Ae. aegypti cor-
responde a Bti, que provoca a morte dos imaturos apds sua ingestao (Rozendaal,
1997).

No Brasil, sdo poucos os trabalhos relacionados ao controle com utili-
zagao de Bti. O Estado do Rio Grande do Sul foi o primeiro a trabalhar com este
biolarvicida (Ruas neto et al., 1984; Ruas neto et al., 1985; Souza et al., 1994;
Silveira). Em Sao Paulo também ha alguns trabalhos descritos (Araujo-Coutinho &
Lacey 1990; Andrade & Castello Branco 1991). No Parana, séo descritos trabalho
de Lozovei et al., (1992) e Cunha & Bassi (1997). Essa bactéria é particularmente
util em populagdes que apresentem resisténcia aos inseticidas quimicos (Rozen-
daal, 1997). No Brasil houve a troca de um larvicida quimico (Temephos) por Bti
em areas consideradas criticas (Braga & Valle 2007). Contudo, as formulagdes
existentes de Bti, disponiveis para utilizagdo em larga escala, apresentam menor
persisténcia no ambiente, quando comparado ao Temephos (Braga e Valle,
2007). Enquanto Bti pode ser eficaz na redugdo do numero de imaturos em reci-
pientes tratados em curto prazo, as evidéncias de que a morbidade por dengue
possa ser reduzida somente com o uso de Bti, é limitada (Boyce et al., 2013).
Atualmente, ndo ha evidéncias suficientes para recomendar o uso de Bti como
unico agente para controle de vetores em longo prazo. Sado necessarios mais es-
tudos que avaliem o efeito da combinagédo dessa bactéria com outras estratégias
de controle vetorial (Boyce et al., 2013). Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria
anaerobica facultativa, Gram-positiva que forma inclusées protéicas caracteristi-
cas adjacentes a endospora. Essa bactéria é praticamente indistinguivel de Baci-
llus cereus (Bc). No entanto, Bt tem a capacidade de produzir inclusdes cristalinas
parasporais, que sao téxicas para certos invertebrados, como espécies de larvas
de insetos pertencentes as ordens Coleoptera, Diptera e Lepidoptera. As inclu-
sdes parasporais sao formadas por diferentes cristais de proteinas inseticidas
(ICP). As ICPs eram chamadas de delta-endotoxinas. Contudo, o termo endotoxi-

na refere-se habitualmente a toxinas associadas com as membranas exteriores
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das bactérias Gram-negativas, compreendendo um nucleo lipopolissacarideo, li-
pido A e somatico (O), sendo assim, este termo ndo é mais utilizado (Chagas,
2012).

A existéncia de inclusbes parasporais no Bt foi observada pela primeira
vez em 1915, mas a composigcao de suas proteinas nao foi delineada até a dé-
cada de 1950. (Schnepf & Whiteley, 1981). Uma das propriedades da maioria das
suas inclusdes parasporais € a estrutura fina cristalina. No entanto, as subespé-
cies Bt podem sintetizar mais de uma inclusdo, que pode conter ICP diferentes.
Durante o crescimento vegetativo, varias estirpes de Bt produzem uma variedade
de antibidticos, enzimas, metabolitos e toxinas, incluindo as a-exotoxinas, [-
exotoxinas, Toxinas Vip (do inglés vegetative insecticidal proteins) e ©-
endotoxinas, que podem ter efeitos sobre os organismos-alvo e os organismos
nao visados. A B-exotoxina, um “heats table nucleotide” é produzido por algumas
subespécies Bt durante o crescimento vegetativo e podem contaminar os produ-
tos. A B-exotoxina é téxica para quase todas as formas de vida, incluindo seres
humanos e as ordens de insetos alvo (Schnepf, 1998).

As preparacdes de Bti sdo amplamente utilizadas contra varias espé-
cies de insetos, principalmente aqueles vetores de agentes de doengas como 0s
mosquitos, devido a sua possibilidade de utilizacdo em agua. E aprovado no
WHOPES (World Health Organization - Pesticide Evaluation Scheme) para uso no
controle de vetores e pode ser usado em agua potavel que recebera pouco ou

nenhum tratamento adicional (WHO, 1981).

4.4.1 Proteinas Cry

O Bti produz, a partir do estagio Il da esporulagao, durante a fase estacio-
naria, corpos de inclusdes proteicos compostos pelas d-endotoxinas. Estas
acumulam-se no compartimento da célula-méae e no final da esporulagao, sao li-
beradas juntamente com o esporo (Schnepf et al., 1998). As 6-endotoxinas sao
compostas por dois tipos de proteinas, Cry e Cyt. A maioria das estirpes de B.
thuringiensis pode sintetizar mais de um tipo de cristal. Os cristais podem ser for-
mados por diferentes proteinas Cry e/ou Cyt. A massa molecular das toxinas Cry

esta compreendida entre 30 e 140 kDa (Serafini et al., 2002). A forma do cristal é
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determinada pela composicao e estrutura das 6-endotoxinas presentes, podendo
ser bipiramidal, cubdide, rombdide, ovéide, esférico ou, ainda, sem forma definida
(Habib & Andrade, 1998). A habilidade de cristalizagdo das protoxinas pode dimi-
nuir sua suscetibilidade a degradagao por proteases do hospedeiro (Schnepf et
al., 1998). Interagdes complexas como hidrofobicidade, pontes de hidrogénio e,
principalmente, pontes dissulfeto, mantem as proteinas associadas e estaveis na
inclusao parasporal (Gill et al., 1992). As longas protoxinas Cry, com massa mole-
cular de 130 kDa, s&o divididas em duas regides estruturais distintas: a regido n-
terminal, contendo a toxina ativa, e carboxy-terminal (C-terminal), cuja fungao ain-
da nao esta totalmente elucidada (Hofte & Whiteley, 1989). Alguns estudos de-
monstram que a por¢ao C-terminal é necessaria para a formagao do cristal dentro
da bactéria (Park et al., 2000; de Maagd et al., 2003; Samir et al., 2006). As toxi-
nas Cry e Cyt pertencem a um grupo de toxinas formadoras de poros (TFP). Pro-
teinas Cry sdo especificamente toxicas para insetos das ordens Lepidoptera, Co-
leoptera, Hymenoptera e Diptera. Em contraste, as proteinas Cyt sdo produzidas

por estirpes de Bt toxicas para Dipteros (Bravo et al., 2007).

4.5 Mecanismo de agao das proteinas Cry

O mecanismo de agao das proteinas de B. thuringiensis envolve varios
passos: ingestdo do esporo, solubilizagdo do cristal, processamento das toxinas,
unido ao receptor, insercao da membrana, agregagao, formag¢ao do poro e citéli-
se. Para que as proteinas sejam efetivas, primeiramente € necessario que as lar-
vas dos insetos ingiram os esporos e cristais de B. thuringiensis. Os cristais pro-
duzidos por B. thuringiensis ao serem ingeridos sdo solubilizados no intestino mé-
dio, liberando uma ou mais proteinas chamadas de [I- endotoxinas. As larvas dos
insetos-alvo apresentam um intestino médio com um pH muito elevado, 8,5-10
que em contato com o cristal protéico (pH Acido) promove a dissolugédo da maioria
das protoxinas de B. thuringiensis, provocando lesdes no epitélio intestinal das
larvas (Knowles, 1994).

Para ocorrer a ativagao das toxinas, as mesmas precisam ser proces-
sadas pelas proteases intestinais (Tripsinas) para liberar polipeptidios téxicos
(Monnerat E Bravo, 2000; Rabinovitch et al., 2000; Bravo et al., 2004).
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Apos serem ativadas, as toxinas ligam-se a receptores especificos
localizados nas membranas das células intestinais (Hofte E Whiteley, 1989; Ra-
voahangimalala et al., 1993). Esta ligacdo determina a especificidade das [I-
endotoxinas e é composta por duas etapas, uma reversivel e outra ndo (Hoffman
et al.,, 1988; Van Rie et al., 1989). A primeira etapa envolve a interagdo entre a
toxina e seu sitio de unido (uniao reversivel), que € um requisito basico para que
ocorra toxicidade, mas nao suficiente (Monnerat & Bravo, 2000). No entanto, a
unido irreversivel a receptores especificos e a insercao na membrana estdo mais
ligadas com a toxicidade (Van Rie et al., 1989; Monnerat & Bravo, 2000).

Apos ligacao a receptores especificos, a toxina rapidamente se une na
membrana plasmatica das células epiteliais, posteriormente ocorre a formagao de
poros, advindo assim um desequilibrio osmotico entre o meio intra e extracelular,
ocasionando a morte das larvas (Van Rie et al., 1989; Ihara et al., 1993; Liang et
al., 1995; Rabinovitch et al., 2000). Apés a morte, a larva apresenta a cor negra,
caracteristica das infecgbes provocadas por infecgdes bacterianas (Habib & An-
drade, 1998; Soberén & Bravo, 2002) o que indica que a os esporos ingeridos
pela larva acabam saindo do estado vegetativo e voltam a se reproduzir.

O Bti também pode ser utilizado no controle de outras espécies de
mosquitos (Glare & O’ Callaghan 1998). Os autores isolaram em Israel uma nova
subespécie de Bt a partir de amostras de solo. Mais tarde, a subespécie foi identi-
ficada e denominada Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), sorotipo H-14 (de Bar-
jac, 1978). Este sorotipo tem sido considerado especifico no combate a espécies
de Culicidae, Simuliidae, Chironomidae e TipulidAe.

Muitos progressos tém sido feitos na area de producgéo de bioinsetici-
das. Contudo, antes que esses produtos cheguem ao mercado, todas as suas
propriedades devem ser determinadas. Um dos fatores importantes a ser levado
em consideracdo é o teste de prateleira, no qual s&o observadas as reagdes oca-
sionadas por fatores abioticos sobre as caracteristicas do produto apés tempos de
exposicao pré-determinados, obtendo-se assim, a melhor forma de armazena-
mento e o tempo de validade. Para garantir a seguranga na aplicagao dos novos
produtos é necessario conhecer seus efeitos ao longo dos periodos de teste, tan-

to para o inseto alvo, determinando as concentracdes letais (CLso) e (CLoo), bem
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como avaliar a sua fitotoxicidade (Arcy, Silva & Cunha, 2014).

4.6 Fitotoxicidade em plantas Lactuca sativa

A ecotoxicologia, ciéncia que estuda os efeitos toxicos das substancias
quimicas e dos agentes fisicos sobre os organismos vivos, surgiu da necessidade
de monitoramento das influéncias das agdes do homem sobre a Terra, acdes an-
tropicas e representam uma alternativa para complementar as analises quimicas
(Wilke et al., 2008). Nos estudos de toxicidades organismos s&o expostos a varias
concentracgoes de efluentes ou de substancias potencialmente téxica a serem tes-
tadas, por um periodo determinado (Soares, 1991). Os testes de toxicidade sao
desenvolvidos com o propédsito de dimensionar ou prever a toxicidade relativa das
substancias ao meio ambiente (Barosa et al., 2013).

Como uma ferramenta na ecotoxicologia, os bioensaios de fitotoxicida-
de consistem em fornecer informacgdes relevantes e fiaveis sobre os efeitos de
produtos quimicos e bioldgicos sobre as plantas “Superiores”. Os mesmos séo
baseados na resposta de um estimulo a um organismo vivo ou até mesmo, a ex-
posicdo a uma determinada toxina (Hader & Richter, 2009). Os bioensaios em
que sao utilizadas plantas superiores sdo considerados efetivos para a determi-
nacao e monitoramento da toxicidade e tém sido utilizados em estudos sobre a
fitotoxicidade de aguas e sedimentos contaminados (Fernandes et al., 2007). A
ampla variedade de parametros de toxicidade, como a taxa de germinagao, ganho
de biomassa, alongamento de raizes e aspectos bioquimicos € uma de suas prin-
cipais vantagens, além de possuirem baixo custo (Zaltauskaité & Cypaite, 2008).
A alface Lactuca sativa esta entre os organismos-modelo mais utilizados para
avaliar a fitotoxicidade e a citogenotoxicidade (Zaltauskaité & Cypaité, 2008; An-
drade et al., 2010) sendo esta espécie recomendada por agéncias internacionais

para tal finalidade.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1  Populagao de Estudo

Foram analisadas larvas de mosquitos Aedes aegypti da linhagem
Rockefeller provenientes do Laboratério de Entomologia Médica, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Esta colénia vem sendo mantida no laboratério por
varios anos. Concomitantemente foi estabelecida uma colénia da mesma espécie
no Laboratério de Entomologia da empresa Simbiose-Agro em Cruz Alta — RS, a
qual obedece aos mesmos critérios para criagao do laboratério da UFRGS.

Os ovos de Ae. aegypti foram colocados em bandejas de plastico com
% de agua e colocados em estufa BOD a 28°C +2, 80% + 10 de UR e foto periodo
de 12h. Até chegarem ao estadio de pupa, as larvas foram alimentadas com ra-
cao para gatos Purina® CatChow® triturada e esterilizada. As pupas foram colo-
cadas em gaiolas (30cm x 60cm x 30cm) individualizadas e identificadas para im-
plantagdo de colénia. No interior das gaiolas os adultos foram tratados com uma
solugéo de glicose (10%), que foi renovada duas vezes por semana. Para o de-
senvolvimento de seus ovos, as fémeas realizaram a hematofagia duas vezes por
semana em um protétipo no qual é possivel utilizar sangue comercial de Carneiro
(Utilizado em Agar Sangue) para o fornecimento dos micronutrientes necessarios
ao desenvolvimento de seus ovos. Recipientes de plastico preto, com papel filtro
umedecido foram colocados no interior de cada gaiola, como local de oviposi¢cao

das fémeas.

5.2  Producéo do Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)

A producéao de Bti, por se tratar de um processo fermentativo delicado,
deve se enquadrar dentro de todas as boas praticas de fabricagcéo, controle de
qualidade e garantia de qualidade, empregadas pela Hazard Analysisand Critical
Control Points (HACCP).

Para a realizacdo do processo fermentativo, foi utilizado uma cepa de
B. thuringiensis var. israelensis (Bti), CEPA — LFB-FIOCRUZ 584. Os biorreatores

e a cepa foram disponibilizados pela empresa Simbiose-agro de Cruz Alta. O pro-
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cesso de fermentacgao foi realizado por batelada descontinuo. O meio de cultura
utilizado € um meio ndo convencional (criado pela empresa), que possui como
fonte de carbono e nitrogénio, glicose e extrato de levedura respectivamente, em
uma proporg¢ao de 100:1. O biorreator utilizado foi de 15 mil litros e possui contro-
le de temperatura (30+- 2C), agitacao (250 rpm) e aeragao constante (200m?3/h).
Apds o periodo de fermentagao de 36h, o mosto foi filtrado e formula-
do. (Produto Patenteado e cadastrado no Ministério da Saude sob registro
3.6384.0002.001.9.) A concentragao final do produto foi estabelecida através de
analises de Unidades Formadoras de Colbénias (UFC) e em Unidades Toxicas In-

ternacionais (UTI/mg,).

5.3  Verificagdo de Pureza

Para a realizacao dos bioensaios, utilizou-se o inseticida novo, formu-
lado com ingrediente ativo Bti, lote 001-16-2000, desenvolvido junto a empresa
Simbiose-Agro, Cruz Alta - RS.

As colbnias bacterianas consistem em milhées de células individuais
gue interagem umas com as outras de maneiras complexas (Shapiro, 1992; Wim-
penny, 1992; Shimada et al., 1995; Ben-Jacob et al., 1998). E importante compre-
ender o mecanismo da formagéo de colbénias e a morfologia resultante, pois é
uma chave para entender organizagdes e interagbes entre células bacterianas
dentro de uma coldnia. A morfologia das colénias é altamente influenciada pela
forma de células individuais, componentes da parede celular (peptidioglicano, aci-
do teicoico, lipopolissacarideo), componentes extracelulares e apéndices (flagela,
fimbriae, curli) e resposta celular as pistas ambientais, incluindo disponibilidade de
nutrientes, oxigénio e outros gases, sal, acidez, alcalinidade, temperatura, etc.
(Nagai et al., 1971; Granek e Magwene, 2010). Portanto, cuidados devem ser to-
mados antes de descrever os parametros. Uma boa determinagdo da morfologia
das colénias depende de uma boa semeadura, pois hecessita-se que as coldnias
sejam bem separadas. Basicamente, as colbnias sao classificadas e descritas
através de trés critérios: forma, elevagao e margem (Fig. 2). (Biomedicina Padrao,
2013.)
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Figura 2 - Parametros utilizados para caracterizagdo de colbnias.

Assim, como forma de determinagao de pureza da cepa utilizada, foi
realizada a caracterizagdo morfolégica da colénia, bem como a analise microsco-
pica das caracteristicas morfoldgicas das células e esporos durante todo o pro-

cesso de fermentacéo e filtragéo.

5.4  Analise de concentragao por UFC

Para a determinacédo das Unidades Formadoras de Colbnia (UFC), uti-
lizamos como referéncia (EMBRAPA, 2012). Este método é quantitativo, onde o
resultado é expresso por UFC/ml. A amostra devera ser homogeneizada com o
diluente esterilizado (agua — Salina 8,5%) e tratada termicamente a 80 °C + 2 °C
por 12 minutos. A partir disso, diluicbes decimais sdo preparadas até a diluicdo
1,0x10-8, posteriormente foram espalhadas na superficie do meio de cultura e in-
cubadas a 30 £ 2°C durante um periodo de 48h (EMBRAPA, 2012).

Para a avaliacdo da estabilidade do produto, uma amostra do formula-
do de Bti foi submetida a stress térmico em estufa a 50°C durante 60 dias a fim de
avaliar as caracteristicas fisicas do produto. A contagem dos dias foi iniciada ap6s
a temperatura do produto ficar parecida com a da estufa (aproximadamente 48h).

Para fazer a avaliacdo da estabilidade das bactérias foram realizadas contagens
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de UFC e medig¢ao PH durante 22 meses. As médias dos tratamentos foram com-
paradas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises estatisticas

foram realizadas com auxilio do programa Statistic 6.0.

5.5 Analise de Proteinas por SDS
5.5.1 Purificacao das Proteinas

A extracao de proteinas foi realizada segundo o protocolo descrito por Lecadet et
al., (1991), com algumas modificagbes. As estirpes foram crescidas em meio Agar
nutriente (Liquido), incubados por 72h sob agitacdo de 200 rpm e temperatura de
28°C +-2. Em seguida foram preparadas cinco amostras contendo 50 ml. Cada
amostra recebeu uma dosagem correspondente as diluigdes de 20 ul/L, 10 pl/L, 5
pIi/L 2,5 ul/lL e 1,25 pl/L. Posteriormente, as cinco amostras foram armazenadas
em temperatura 28°C +-2 para analise overnight. Em seguida 4,5 ml das amostras
1, 2, 3, 4 e 5 foram centrifugados em micro-centrifuga a 14.000 rpm por 20 min. O
Sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado em 1,5 ml de naCl 5M duas
vezes e posteriormente foi ressuspendido em 1,5 ml da solugao de inibidores de
proteases (1 mM de PMSF + 100 mM de EDTA) e centrifugados em velocidade
maxima 14000 rpm por 30 minutos. Para finalizar, o sedimento foi ressuspendido
em 200ul da solugao PMSF 1 mM e EDTA 100mM.

5.5.2 Analise de Proteinas por SDS

A analise da produgao da proteina de interesse foi realizada em gel de
policrilamida SDS-PAGE 10%, de acordo com Laemmli (1970). A eletroforese
descontinua em gel de poliacrilamida foi realizada utilizando-se mini-gel (60 x 80 x
1,0 mm) pelo sistema de corrida Mini PROTEAnN (Bio-Rad). O gel de separacéo foi
preparado na concentragdo de 10% de poliacrilamida (acrilamida: bis-acrilamida
30: 0,8%) e 1% de SDS e de 5% de poliacrilamida para o gel de empilhamento e
0,5% SDS. A eletroforese foi realizada em tampao Tris-Glicina (50mM Tris, pH
8,6, 1,92 M glicina e 1% SDS), a 30 mA e 300V por 90 min em temperatura ambi-
ente. Para amostras de 20 ml, foram adicionados 10 ml de tampao de amostra
Laemmli 4X [Tris-HCI 0,125 M (pH 6.8), SDS 4% (ml/v), glicerol 20% (v/v), 2-

mercaptoethanol 10% (v/v), Azul de Bromofenol 0,01% (m/v)]. A mistura foi aque-
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cida por dois minutos a 100°C e aplicada em dois géis igualmente. Apds o periodo
de corrida das amostras em gel, as bandas polipeptidicas foram coradas nos géis
pela coloragdo com Coomassie-Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) dissolvido em so-
lugdo fixadora [metanol 50% (v/v) e Acido Acético 10% (v/v)], deixados em baixa
agitacao por até 20 min. O gel foi descorado por solugdo descorante [metanol
10% (v/v) e acido acético 10% (v/v)] sob baixa agitagao por 1 h. Os géis foram

conservados em agua destilada até serem analisados e fotodocumentados.
5.6 Efeito larvicida em Aedes aegypti sob diferentes temperaturas.
Foram avaliadas dez diluicbes diferentes (Tab. 1) em um total de

132 analises.

Tabela 1 - Referéncia de diluigées do formulado de Bti.

Diluicdo Diluigdo pl/L
A 20,00
10,00
5,00
2,50
1,25
0,63
0,31
0,16
| 0,08
J 0,04

I O mm oo W

Os bioensaios seguiram o protocolo recomendado pela Organizagao
Mundial da Saude, descrito pela WHO em 1981, Lima et al., (2003) e Braga et al.,
(2004) utilizando resposta a exposi¢cdo a um gradiente de concentragdes (concen-
tracbes multiplas - CM) para estabelecimento da linha-base de dose resposta.
Atualmente, a atividade larvicida é expressa em termos de doses letais (LDso) ou

concentracdes letais (por exemplo CLso, CLeo) de acordo com o método utilizado
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no bioensaio.

Para cada bioensaio utilizaram-se 1.100 larvas de terceiro instar tardio
e/ou quarto instar inicial. Quatro réplicas de 25 larvas (100 larvas por concentra-
¢ao) foram expostas a dez dilui¢des de Bti. Os bioensaios foram reproduzidos trés
vezes em dias diferentes, para cada CM (Fig. 3). Os dados de todas as repeti¢cdes

foram agrupados para determinagéo das CLso e de CLoo.

R Concentragdes
, R
E ' CROQUI DISPOSICAQ DAS LARVAS NO EXPERIMENTO
CONTROLE] ‘A B c D E F G H I I E
P S 5 25 5 25 5 5 25 5 25 P
I 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 P
L 4 s 2 25 2 25 25 25 25 2 25 2
I N 5 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 E
5 = 25 = 25 5 > 25 = 25 = T
C 5 = 25 = 25 5 5 25 = 25 = I
5 = 25 = 25 5 = 25 = 25 =
A 5 5 25 5 25 5 P5 25 5 25 5 C/
S 25 5 25 5 25 25 5 25 25 25 25 C’)
5 = 25 = 25 5 = 25 = 25 =
5 5 25 5 25 5 5 25 5 25 5 E
25 B 25 2 25 P 2 25 B 25 B
S

Numero de Larvas por recipiente

Figura 3 - Croqui da disposicéo das larvas de Aedes aegypti testadas em cada bioensaio.

Para avaliar o efeito téxico do novo formulado em diferentes temperatu-
ras, foram selecionadas quatro diferentes temperaturas para os ensaios: (15°C,
20°C, 35°C, 40°C). As analises foram realizadas em quatro repeti¢cdes, cada uma
com trés réplicas e para o grupo controle foi utilizado somente agua filtrada. Em
copos plasticos contendo 100 ml de agua filtrada foram adicionadas 25 larvas de
3° instar final - 4° instar inicial, bem como foi adicionado a concentragao equiva-
lente a CLgoo do formulado de Bti. Os ensaios foram realizados em sequéncia, ini-
ciando aos 15°C e finalizando aos 40°C. As repeticbes foram mantidas em BOD
com fotoperiodo claro/escuro de 12 h e a mortalidade larval foi analisada apés 24
e 48 horas. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio

do programa Statistic 6.0.
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5.7 Determinacéo de Poténcia (UTI/ml) do novo formulado
Para a padronizacio e determinacido da poténcia dos produtos sdo uti-
lizados como referéncia os valores da concentragao letal 50 (CLso0), sendo que a
poténcia deve ser expressa em Unidade Téxica Internacional por mililitro (UTI/ml)

e a mesma é obtida através da seguinte formula:

Poténcia da Amostra (UTI/ml) =CLso Padrao x Poténcia Padrao

CLso Amostra testada

Esta férmula deve ser utilizada para determinacao da poténcia tanto
em produtos quimicos como em amostras biolodgicas, sendo que para a determi-
nacao da poténcia em produtos a base de Bti o produto padrao utilizado é o IPS-
82 (isolado 1884), cuja poténcia contra larvas de 3° estadio de Ae. aegypti foi pre-
viamente determinada em 15.000 UTI/ml do produto (de Barjac; Larget E Thiery,
1984), sendo que a CLso padrao utilizada foi de de 0,013 mg/L de IPS-82.

5.8 Avaliagéo do efeito residual do formulado de Bti tanto em local com
agua quanto em locais secos.

A finalidade do teste de efeito residual em locais com agua € simular a
persisténcia das proteinas do Bfi no ambiente, apds a aplicacao do produto nos
locais com agua parada. Para verificar o efeito residual foi utilizada a concentra-
céo correspondente a CLoo do produto, previamente calculada para a temperatura
de 30°C. Para avaliar o efeito residual utilizam-se larvas de terceiro instar tardio
e/ou quarto instar inicial da cepa Rockefeller.

Nestes bioensaios também foram utilizadas quatro réplicas, cada uma
contendo 500 ml da solugdo em recipientes plasticos com capacidade de 1.000
ml. Cem larvas foram colocadas em cada réplica, totalizando 400 larvas. Posteri-
ormente, os recipientes foram acondicionados a temperatura de 25 °C com umi-
dade relativa de 80% (x10%), em camara climatizada. A mortalidade foi verificada
apos 24 horas de exposicao aos produtos. Larvas moribundas, incapazes de atin-
gir a superficie da agua quando tocadas, foram consideradas como mortas (WHO,

1981). As larvas sobreviventes aos testes foram descartadas. Em seguida, a so-
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lugdo de cada réplica foi filtrada e 100 novas larvas sadias foram colocadas para
exposigao. Este processo foi repetido até que a mortalidade fosse inferior a 50%.
O mesmo procedimento foi realizado com os grupos controle.

Para a descricdo correta da determinagcdo da porcentagem de larvas

mortas foi utilizada a seguinte féormula (WHO, 1981.)

% Larvas mortas nas Diluicoes - % Larvas mortas no Controle x 100

100 - % Larvas mortas do Controle

Acredita-se que a principal causa para o decréscimo do indice de mor-
talidade apds o terceiro dia de experimento seja a diminuicdo do numero de espo-
ros presentes na agua. Assim, para comprovar essa hipotese, foi realizado um
experimento onde repetimos o teste de avaliagdo do efeito residual. Contudo,
apoés a retirada diaria das larvas, uma aliquota de agua era coletada para reali-
zarmos a contagem bacteriana por UFC e determinarmos a relagédo de espo-
ros/larvas. Para a contagem das UFC utilizamos o meio seletivo com penicilina G
(100 mg/L) (Jung et al., 1998).

Para a avaliacado do efeito residual do formulado de Bti em local seco,
foram dispostos 120 copos plasticos com tampa, devidamente identificados con-
forme a seguinte formula (Dia de analise — Repeti¢do). Foi utilizada uma concen-
tragao equivalente a CLgo do formulado de Bti e posteriormente os copos foram
fechados e colocados no exterior, sob temperatura ambiente e exposi¢céo solar.
Apds um periodo de 24h de exposicado, os copos 01-01; 01-02; 01-03; 01-04; fo-
ram retirados para a avaliacdo de mortalidade e efeito residual. Foram adiciona-
dos 100 ml de agua filtrada e 25 larvas em cada uma das trés repeti¢cdes, e apos
48h foi feita a contabilidade de larvas mortas. No segundo dia apds o inicio do
experimento foram retirados os copos 02-01; 02-02; 02-03 e 02-04. Os testes se-
guiram no mesmo padrao até o final do experimento onde obtivemos 30 dias de
analises, com quatro repeticbes por dia. Como controle, diariamente eram seleci-
onadas 25 larvas sadias de terceiro instar e colocadas em 100 ml de agua filtrada.
Os dados de temperatura, umidade relativa do ar (UR), Insolagéo total diaria e

chuva acumulada do periodo de estudo, disponibilizados pelo Instituto Nacional



25

de Meteorologia (Anexo |) foram utilizados como referéncia para a determinagao

de variacao aos fatores abidticos.

5.9 Fitotoxicidade do produto sobre Lactuca sativa.

Para a realizagao do teste de fitotoxicidade em que seguiu o protocolo
de (Fujiwara, 2017) foram selecionadas cinco concentragdes do formulado de Bti
(A- 0,068uL/L, B- 0,68uL/L, C- 1,57uL/L, D- 157uL/L e E- 1,57ml/L), sendo estas
concentracdes 10% da ClLeo, Concentragcdo diagnéstica (CD), 100xCD e
1000xCD, respectivamente. Para o grupo controle foi utilizado somente agua. Em
05 placas de Petry foram dispostas 10 sementes de Lactuca sativa sob papel
Germitex. Apds, foram adicionados 5 ml de cada uma das concentragdes do for-
mulado de Bti. Posteriormente as placas foram fechadas com plastico filme, a fim
de evitar perda de umidade. As placas foram colocadas em estufas BOD a 25°C e
fotoperiodo 12/12h. Diariamente, durante sete dias, foi contabilizada a quantidade
de sementes germinadas em cada uma das placas. Apds a contagem do sétimo
dia, em cada uma das plantulas foram feitas as seguintes medi¢ées: Tamanho da
Radicula (TR) e Tamanho do Hipocétilo (TH). Foram realizadas trés repeti¢cdes
com quatro réplicas cada e um grupo controle por concentragédo, sendo que cada
uma das réplicas foi realizada em dias diferentes.

Posteriormente, foram calculadas as porcentagens de germinagao e o
indice de velocidade de germinagao (IVG) (Maguire, 1962) que é dado pela segui
formula IVG = (G1 — G0)/n1 + (G2 — G1 )/n2 +...4#(Gn — Gn-1)/nn onde GO ¢é a
contagem no primeiro dia, G1 no segundo dia, ..., Gn no enésimo dia, n1 é o pri-
meiro dia apés semeadura, n2 o segundo dia, ..., nn 0 enésimo dia. Os dados fo-
ram submetidos ao teste Shapiro-Wilk para teste de normalidade, sendo que as
médias dos tratamentos foram comparadas por Scott-Knott a 5% de probabilida-
de. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistic
6.0.
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6. RESULTADOS

6.1  Verificagao de Pureza
6.1.1 Caracterizagao morfolégica macroscopica da colénia
As colbnias apresentaram tamanho médio (2 a 7 mm de diametro),
foscas, levemente aveludadas, com forma irregular, margem lobulada e elevacao
baixa (Fig. 4).

Figura 4— Coldnia de Bacillus thuringiensis israelensis em placa de Petri. Autor: Ademir Schmitt

6.1.2 Analise microscopica de caracteristicas morfolégicas
As células vegetativas de Bti apresentaram formato de bastonete,
Gram-positivo. O tamanho das células variaram entre 1,0 e 1,2 ym de largura por
3,0 a 5,0 ym de comprimento. As células apresentaram pouca movimentacgao.
Quando analisado em contraste de fase as células apresentaram brilho intenso.
Os esporos possuem formato elipsoidal e localiza-se na regido central ou para-
central quando no interior da célula-méae, quando separados da célula méae conti-

nuam apresentando brilho intenso (Fig. 5 a e b).
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Figura 5- Bacillus thuringiensis israelensis: A) Células Vegetativas em Contraste de Fase; B)
Células Vegetativas sob coloragdo de Gram. Autor: Ademir Schmitt. Aumento de 400x.

6.2 Analise de Concentragdo por contagem de UFC.

Para a determinagcao da concentragao inicial foram realizadas nove
andlises, sendo estas coletadas de trés lotes diferentes do larvicida. As analises
foram submetidas aos testes em ftriplicata. Os dados encontram-se na Tabela 02
sendo que os resultados estdo expressos em unidades formadoras de colénia/mi
(UFC/ml) de produto.

Tabela 2 — Concentragao do novo formulado expressa em UFC/ml.

Amostras Resultados
01 1,52 x 107° 1,48 x 10° 1,66 x 10"
02 1,41 x 107 1,35x 10 1,68 x 10"
03 1,33 x 10 1,37 x 10 1,44 x 10

12 Repeticao 22 Repeticao 3? Repeticao
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6.3 Analise de proteinas por SDS Page
Apds a leitura do gel, foi possivel constatar a presenga de cinco protei-
nas, sendo trés (60, 62, 120 KDa) com pesos moleculares compativeis com os
grupos das proteinas Cry procuradas Cry10, Cry11, Cry4 respectivamente (Fig.
6). A proteina com peso molecular de 73 KDa refere-se a proteinas do grupo Cry3
que variam sua massa molecular entre 73 e 75 KDa (Krieget al, 1983). A proteina
com peso molecular de 122 KDa pertence ao grupo das proteinas Cry4, que

apresentam peso molecular variando entre 106 e 124 KDa (Krieget al, 1983).

M 1 2 3 4 5

122 KD3 e — e —
120kDa =
32 KDa w=

13 KDa == —- —— ——

02 KDa —
00 KDa === =

Figura 6 - Gel de policrilamida SDS-PAGE 10% mostrando as proteinas de Bacillus thuringien-

—“
——— —

sis israelensis (1-5). M: marcador.

6.4 Efeito do larvicida em Aedes aegypti sob diferentes temperaturas
Os resultados indicam que as diluicées [A (20,0 ul/L), B (10,0 pl/L), C
(5,00 pl/lL), D (2,50 pl/lL), E (1,25 pl/L), F (0,63 pl/L), G (0.31 pl/L), H (0.16 pl/L), |
(0.08 pl/L) e J (0.04 pl/L)] foram tdxicas para as larvas, com mortalidade superior a
90%. A diluicdo “G” apresentou uma mortalidade aproximada de 50%, e as de-
mais diluicdes, “H”, “I” e “J” tiveram resultados inferiores a 30% de mortalidade
(Fig. 7).
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Figura 7 - Mortalidade larval de Aedes aegypti linhagem Rockfeller apos 24 h de exposicao a
Bacillus thuringiensis israelensis em nova formulagdo. Cada letra representa a concentragdo de Bti aplicada
nos bioensaios: A (20,0 pl/L), B (10,0 pl/lL), C (5,00 pl/L), D (2,50 pl/L), E (1,25 pl/L), F (0,63 pl/L), G (0.31
pl/L), H (0.16 pl/L), | (0.08 pl/L) e J (0.04 pl/L). Nenhuma mortalidade foi observada no grupo controle.

Os resultados demonstram que a alteracdo da temperatura, nos para-
metros estudados néo interfere na toxicidade do novo formulado, pois a mortali-
dade das larvas foi de 100% ainda nas primeiras 24h do experimento, em todos
os bioensaios. Ndo houve mortalidade no grupo controle.

Para a determinacao das concentragdes letais CLso e CLoo, 0 resultado
bruto de larvas mortas em relagdo as dosagens A-J foram avaliados por regres-
sao logistica de Morte por log (dose (ul)) e intervalos de confianga através do mo-
delo Probit do programa XLSTAT (Tab. 3).

A CLso foi estabelecida em 0,2949 pul/L com intervalo de confianga de
0,2438 — 0,3435 pl, bem como a CLgo ficou determinada em 0,6820 com intervalos
de confianga de 0,6319 — 0,7228 pl. Para WHO (2005) a concentragao diagnosti-
ca é o dobro do valor estimado da ClLgs. O resultado da CLgo foi calculado em
0,7845 com variagdes entre 0,7435 — 0,8355ul. Sendo assim a nossa CD ficou
estipulada em 1,5690 pl/L.
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Tabela 3 - Regressao logistica de Morte por log (dose (ul)) e intervalos de

confianca através do modelo Probit do programa XLSTAT.

CL Dose (pl) Limite inferior 95% Limite superior 95%
1,0 0,0502 0,0336 0,0694
50 0,0843 0,0600 0,1109
10,0 0,1112 0,0818 0,1424
20,0 0,1554 0,1190 0,1927
30,0 0,1978 0,1559 0,2397
40,0 0,2431 0,1965 0,2887
50,0 0,2949 0,2438 0,3435
60,0 0,3576 0,3027 0,4087
70,0 0,4395 0,3816 0,4920
80,0 0,5595 0,5007 0.6110
80,0 06820 0,6319 0,7228
89,9 0,7845 0,7435 0,8355

6.5 Determinacao de Poténcia (UTI/ml) do novo formulado

A biopoténcia é calculada comparando-se a mortalidade das larvas de
mosquito produzidas pelo produto em teste, com a mortalidade produzida pelo
padrao de referéncia correspondente. A biopoténcia € medida em unidades inter-
nacionais toxicas (UTI) por mg de produto. Atualmente existe apenas uma refe-
réncia internacionalmente reconhecida que permite a determinagdo da biopotén-
cia usando bioensaios de preparac¢des bacterianas para larvas de Ae. aegypti. A
biopoténcia de produtos a base de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) é
comparado com um po de referéncia liofilizado (IPS82, estirpe 1884) desta espé-
cie bacteriana, utilizando larvas iniciais do quarto estadio de Ae. aegypti. A toxici-
dade do IPS82 é arbitrariamente atribuida em 15 000 UTI / mg de p6 contra essa
espécie de inseto.

Para a analise de determinacdo de poténcia utilizou-se como base a
CLso de 0,013 mg/L do IPS82. Sendo assim, a Poténcia do novo formulado de Bti
ficou estipulada em 800 UTI/uL).
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6.6 Avaliagao do efeito residual do formulado de Bti tanto em local com
agua quanto em locais secos.

Apods os calculos de CLso e CLgo foi realizado o teste de efeito resi-
dual que é feito com a finalidade de estipular a persisténcia da substancia no am-
biente. Somente a CLoo foi avaliada quanto a residualidade (WHO, 2005). Apés a
realizacao dos ensaios, foi possivel observar que ao utilizar a CLgo para determi-
nar o efeito residual da nova formulacao de Bti em local com agua, a média do
indice de mortalidade apresentou uma queda linear, onde obtivemos 100% de
mortalidade durante trés dias. Entretanto, posteriormente a mortalidade larval di-
minuiu chegando ao 132 dia com uma média de 50,66%. Houve mortalidade no
grupo controle. Contudo, a mesma nao ultrapassou 2% ao dia. A média das trés

repeticdes estao apresentados na figura 8.
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Figura 8 - Mortalidade de larvas de Aedes aegypti quando se usou a nova formulagéo de Bacillus thuringien-

sis israelensis na concentragéo de ClLgo. Cada ponto representa a média diaria de mortalidade larval. Nao foi
observada mortalidade no grupo controle.



32

6.7 Avaliagao do Efeito residual do formulado de Bti em local seco
Para a determinacao do efeito residual em locais secos, também foi uti-
lizada a concentragcao de CLgo. Durante o mesmo periodo de 30 dias, houve mor-
talidade média de 98,38% das larvas até o 26° dia de analise. No 30° dia a morta-
lidade caiu par a 87% conforme se pode observar na figura 9. ndo houve mortali-

dade no grupo controle.
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Figura 9 - Efeito residual do formulado de Bacillus thuringiensis israelensis sobre larvas de Aedes aegypti
quando testado a seco durante 30 dias. Cada ponto representa a média de mortalidade larval. ndo foi obser-

vada mortalidade no grupo controle.

6.8 Efeito da Fitotoxicidade do novo formulado sobre Lactuca sativa

Os indices de porcentagem de germinagdo, medida das radiculas e
medida do hipocdtilo apresentaram uma distribuicdo normal, foram significativos
na analise de variancia e foram submetidos ao teste de média. Os indices de ve-
locidade de germinagao também apresentaram uma distribuicdo normal quando
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk.

Na avaliagédo de porcentagem de germinagao o grupo controle foi o que
apresentou menor porcentagem (89,68%) enquanto o maior indice foi o da con-
centracao “E” (96,43%). Entretanto, quando comparados estatisticamente, nao

apresentaram variacao significativa (Fig. 10).
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Figura 10 — Porcentagem de germinagéo obtida no teste de fitotoxicidade em Lactuca sativa

tratada com Bacillus thuringiensis israelensis.

No teste de Indice de Velocidade de Germinagao as concentragdes “A”
e “B” apresentaram resultados semelhantes a amostra controle, variando entre
3,27 e 3,28 cm. Entretanto, as concentragées maiores do formulado de Bti apre-
sentaram resultados mais significativos, tendo o apice do IVG em 3,48 na concen-
tragdo “C”. (Fig.11)
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Figura 11 —Determinagao do Indice de Velocidade de Germinagao (IVG) em Lactuca sativa tra-

tada com Bacillus thuringiensis israelensis.
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Tanto para a avaliagdo do tamanho das radiculas (Fig. 12), quanto a
variagao no tamanho dos Hipocétilos (Fig. 13) as concentragbes “A”, “B”, “C” e
“D”, nao variaram estatisticamente quando comparadas a amostra controle, tendo
a variacao maxima entre elas de 0,38 mm para o tamanho das radiculas e 0,31
mm para o tamanho do hipocétilo. Contudo a concentragao “E” apresentou um
tamanho 26% menor do que o controle para o tamanho da radicula e 34% menor

para o tamanho do hipocdtilo.
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Figura 12 — Média dos tamanhos das radiculas das plantulas de Lactuca sativa tratada com

Bacillus thuringiensis israelensis.
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Medidas Hipocotilos
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Figura 13 — Média dos tamanhos dos Hipocotilos das plantulas de Lactuca sativa tratada com
Bacillus thuringiensis israelensis.
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7. DISCUSSAO

Diversos produtos bioldgicos estao disponiveis no Brasil para o contro-
le de pragas e de insetos vetores, sendo as principais espécies de bactérias Baci-
llus subtillis, B. sphaericus, B. thuringiensis. A qualidade dos produtos biolégicos
comercializados como inoculantes ou para uso no controle biolégico de pragas na
agricultura é fiscalizada por 6rgaos governamentais como o Ministério da Agricul-
tura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Agéncia nacional de Vigilancia Sani-
taria (ANVISA). Estes visam o registro e a garantia para os consumido-
res/agricultores. Esta qualidade é avaliada basicamente por dois critérios: conta-
gem de esporos/células e pureza.

Tendo em vista todos os procedimentos adotados para o controle de
qualidade, bem como a experiéncia da empresa Simbiose-agro em desenvolver
produtos bioldgicos e a utilizagcdo de uma cepa comercialmente conhecida, nédo se
julgou necessario a utilizacado de métodos mais criteriosos para a verificagdo de
pureza. Todas as caracteristicas encontradas, tanto nas estruturas microscopicas
quanto nas estruturas macroscoépicas foram arbitrariamente referenciadas como
caracteristicas de Bti. As caracteristicas fenotipicas encontradas em nossas col6-
nias de Bacillus thuringiensis enquadram-se nas caracteristicas descritas por ou-
tros pesquisadores. Porcar et al., (2004), descreveu as colbnias de B. thuringien-
sis como coldnias esbranquigadas, grumosas, bordas irregulares, textura parecida
com cera, margem lobulada. Caracteristicas semelhantes foram descritas por
Porcar (2004).

A bactéria Bacillus thuringiensis foi descrita como um bacilo Gram-
positivo de1,0 e 1,2 uym de largura por 3,0 a 4,0 um de comprimento (Moraes E
Capalbo, 1981). As células vegetativas apresentam pouca movimentagao e brilho.
(Bergamasco, 2009). Os esporos normalmente estao localizados na regiao central
no interior da célula mae, possuem formato elipsoidal ou cuboide (Moraes E Ca-
palbo, 1981). Apesar de nao termos conseguido avaliar o formato elipsoidal ou
cuboide dos esporos, devido ao tipo de microscopia utilizado, as demais caracte-
risticas descritas tanto por Moraes & Capalbo, (1981) e Bergamasco (2009) sao

as mesmas encontradas em nosso estudo.
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Durante a fase de esporulagdo, as bactérias sintetizam proteinas que
se acumulam na periferia dos esporos na forma de cristais em um dos pélos da
célula (Lereclus, 1988; Hofte & Whiteley, 1989; Peferden, 1997). Sendo assim,
quanto maior for o numero de esporos por ml, maior sera a concentracido de pro-
teinas por ml, e consequentemente, menor sera a dose de aplicagdo do inseticida.
Tendo em vista estes aspectos um dos principais objetivos foi produzir um formu-
lado com alta concentracdo celular de Bti. Para alcangar os niveis desejados de
concentracao, apds o processo de fermentacao, o caldo fermentado passou por
um filtro tangencial, com membrana filtrante hidrofébica. Como resultado deste
processo, foi possivel alcangar concentragdes superiores a dez bilhdes de espo-
ros por ml. Contudo, como nos testes a intengdo era avaliar somente os esporos
viaveis, antes de realizarmos as analises de UFC, as amostras foram submetidas
a um tratamento térmico (80°C durante 15 min.). Neste caso, diferente das células
vegetativas os esporos somente comegam a degradar a temperaturas superiores
a 80 °C (Valsechi, 2006). A média das analises de concentragdo ficou em
1,47x10"° esporos viaveis por ml de produto ou 1,47 x107 esporos/uL de produto.

Tendo em vista que a determinacio da poténcia do formulado de Bti
ficou estipulada em 1200 UTI/uL podemos concluir que para cada ~= 18 mil espo-
ros viaveis, temos uma unidade internacional de toxidade. Segundo Araujo
(2006), dos produtos a base de Bacillus thuringiensis israelensis disponiveis no
mercado brasileiro, existem somente sete formulagdes liquidas regulamentadas.
Dentre estas, somente duas possuem as mesmas caracteristicas de formulagéo
(Suspensao Concentrada) do produto testado, sendo que estes produtos possu-
em garantias de poténcia 600 e 700 (UTIl/mg). Sendo assim, para fins de compa-
racdo, determinamos que a poténcia do larvicida testado no presente estudo é
satisfatéria e encontra-se dentro dos padrdes estabelecidos pelo mercado con-
sumidor para este tipo de formulagdo. Entretanto, formulagdes de pé primario, p6
molhavel e granulados, ainda apresentam poténcias superiores, variando entre
2500 e 10000 UTI/mg (ARAUJO, 2006).

Referente a investigagdo da presenga de determinadas proteinas no
novo formulado, apods a leitura do gel de SDS foi possivel confirmar a presencga de

cinco proteinas, sendo trés (60, 62, 120KDa) com pesos moleculares correspon-
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dentes aos grupos das proteinas Cry procuradas (Cry10 e Cry4), respectivamen-
te. A proteina com peso molecular de 73KDa refere-se a proteinas do grupo Cry3
gue variam suas massas moleculares entre 73 e 75 KDa (Krieget al, 1983). A pro-
teina com peso molecular de 122KDa pertence ao grupo das proteinas Cry4 com
peso molecular variando entre 106 e 124 KDa (Krieget al, 1983). Dentre todas as
proteinas encontradas, julga-se que as representantes da familia Cry4 sdo as
mais importantes para este estudo, pois esta familia possui um complexo com
apenas duas proteinas Cry4Aa e Cry4Ba, que apresentam altos indices de ativi-
dade contra insetos da ordem Diptera, a qual pertencem os mosquitos. Os genes
cry4A e cry4B foram isolados das estirpes de B. thuringiensis subsp. israelensis e
codificam proteinas de 135 e 120kDa, respectivamente. (Hofte E Whiteley, 1989)
(Lereclus et al., 1989).

Como as proteinas da familia Cry4, aquelas pertencentes a familia
Cry10 também possuem atividade larvicida contra insetos da ordem Diptera, este
grupo de proteinas é constituida por apenas um subgrupo, o Cry10Aa. Esta toxina
foi isolada de B. thuringiensis subsp. israelensis e codifica uma proteina de 78
kDa, apresentando atividade contra Ae. aegypti (Thorne et al., 1986; Crickmore et
al., 2012). Da mesma forma que Cry10Aa, a toxina do tipo Cry11Aa, também, foi
isolada a partir de B. thuringiensis subsp. israelensis e codifica uma proteina de
72 kDa (Donovan et al., 1988). A proteina Cry11Ba foi isolada de B. thuringiensis
subsp. jegathesan e apresenta alta eficacia contra os mosquitos das espécies Ae.
aegypti, Culex pipiens e Anopheles stephensi (Zhang et al., 2016). A Cry11Bb foi
isolada B. thuringiensis medellin e é altamente tdxica as larvas de Ae. aegypti,
Anopheles albimanus e Culex quinquefasciatus (Orduz et al., 1998). Estas protei-
nas apresentam peso molecular de 81 e 84 kDa, respectivamente (Crickmore et
al., 2012).

Finalmente, a familia das proteinas Cry3 apresenta quatro integrantes:
Cry3Aa, Cry3Ba, Cry3Bb e Cry3Ca. Essas toxinas apresentam peso molecular de
73 a 75 kDa (Crickmore et al., 2012) e produzem cristais romboides. Krieg et al.,
(1983) escreveram a primeira estirpe codificadora de gene cry3. Estas proteinas

sao toxicas a insetos da Ordem Coleoptera.
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Para a investigagao do efeito larvicida, foi utilizado o protocolo descrito
pela primeira vez pela Organizagdo Mundial da Saude em 1981 (WHO, 1981) e
posteriormente com algumas modificagdes em 2005 (WHO, 2005). O objetivo
deste documento é fornecer informagdes especificas, procedimentos padroniza-
dos e diretrizes para se testar larvicidas. O documento fornece orientagdes sobre
como desenvolver estudos de laboratério em pequena escala e ensaios de campo
em larga escala para determinar a eficacia dos produtos e estipular a concentra-
¢ao letal (CL) do larvicida para 50% e 90% de mortalidade (CLso e CLoo).

Para avaliar a atividade biolégica de um larvicida de mosquito, deve-
se utilizar larvas de mosquitos criadas em laboratério de idade conhecida ou ins-
tar (WHO, 1981). Cepas ou F1 de mosquitos coletados no campo devem ser ex-
postas durante a 48 h ou mais em agua tratada com o larvicida, avaliando varias
concentracoes dentro do seu intervalo de atividade.

O larvicida somente sera considerado bom para a comercializagao
quando testes de mortalidade obtiverem um valor médio de todas as repeticoes
de 50 % de efeito positivo nas primeiras 48h (ANVISA-2009). Avaliando os resul-
tados bruto de larvas mortas em relagao as dosagens de A-J, pode-se observar
que todas as diluicbes de A-G foram consideradas satisfatérias para a atividade
larvicida. Contudo, se poderia afirmar que a dosagem F (0,63 pl/L) é totalmente
suficiente para o controle de larvas de Ae. aegypti. Para a dosagem “G” com in-
grediente ativo de 0,31 pl/L e uma mortalidade média de 50% em 48h.

Quando expostos a diferentes temperaturas os resultados apresenta-
dos demonstram que as alteragdes das temperaturas, nos pardmetros estudados
nao interferem na toxicidade do novo formulado, pois em todas as temperaturas a
mortalidade manteve-se em 100 % em menos de 24h. Em experimentos realiza-
dos por Frankenhuyzen et al., (2008), os mesmos obtiveram resultados semelhan-
tes e descrevem que apesar da porcentagem de mortalidade ser a mesma entre
as comparacdes de temperaturas, ocorreu uma variacdo no tempo de resposta. A
mortalidade ocorreu mais cedo e progrediu mais rapidamente com o aumento da
temperatura (13-25°C). Resultados parecidos foram descritos por Nayar et al.,
1999, onde as amostras comparadas (15-35 °C) permaneceram por até 24 h com

eficacia larvicida semelhante aos nossos resultados. Contudo no mesmo experi-
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mento, autor mostrou que a dose necessaria para conseguir uma ClLg aumenta
de 0,225 mg/litro (14°C) para mais do que o dobro dessa dosagem quando o bio-
ensaio é realizado a 6°C. Resultados semelhantes foram apresentados numa
pesquisa realizada para o controle de Aedes vexans, onde as larvas eram cerca
de 10 vezes mais sensiveis ao Bti a 25°C (CL 90: 0,014 g/litro) do que a 5°C. (Bec-
ker & Rettich, 1994).

A resposta do larvicida testado difere do observado em teste realizados
em inseticidas quimicos por Rodrigues & Kaushik (1984), Piechowicz & Grodzicki
(2013). Para estes autores os inseticidas organofosforados mostram uma correla-
¢ao positiva entre 0 aumento da temperatura e o0 aumento da toxicidade, enquan-
to que os inseticidas organocarbamatos e piretréides mostram uma correlagdo
negativa. Os resultados do ensaio mostram que o inseticida permetrina tem uma
correlagdo negativa na faixa de temperatura de 16-30°C, uma correlagéo positiva
na faixa de 30-32 °C e volta a mostrar uma correlagdo negativa na faixa de 32-
34°C. Ressaltam os autores que esta variacado na efetividade do inseticida com a
variagdo na temperatura ambiente pode prejudicar o controle do mosquito e au-
mentar os riscos a saude publica Piechowicz & Grodzicki (2013).

Devemos levar em consideracdo que em testes com diferentes tempe-
raturas o efeito da mesma na toxicidade dos inseticidas nao é linear, sendo que
varios fatores podem explicar esta influéncia. No caso dos inibidores da enzima
acetilcolinesterase, como os organofosforados (temefds) o aumento da toxicidade
se da pela maior absor¢ao dos componentes quimicos que sao correlacionados a
elevagao da temperatura. Outros fatores a serem considerados séo: o efeito da
temperatura no estado funcional do organismo alvo com modificagdes no metabo-
lismo, maior perda de agua, aumento no consumo de oxigénio que podem au-
mentar a suscetibilidade do organismo alvo ao inseticida (Viswanathan & Krishna
Murti, 1989).

Também deve ser ressaltado que a relagdo entre a termo-variagao e a
efetividade dos inseticidas deve ser considerada nas estratégias de campanhas
de erradicacao nas diferentes estacbes do ano, de modo a nao comprometer 0s
resultados das campanhas e aumentar os riscos a saude publica (Khan & Akram,

2014). Os inseticidas ou larvicidas que apresentam um coeficiente de temperatura
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positivo devem ser utilizados preferencialmente nas estagbes quentes, enquanto
que aqueles com coeficiente de temperatura negativo devem ser utilizados nas
estacdes mais frias para que nao ocorra perda de eficiéncia do produto. Entretan-
to, como o novo formulado nao sofreu interferéncia quanto as aplicacbes em dife-
rentes temperaturas € possivel que o0 mesmo possa ser utilizado tanto nas esta-
¢des mais frias como nas que apresentam temperaturas mais altas, periodo no
qual ocorre a maior incidéncia de Ae. aegypti.

Desta forma, os resultados observados aqui estdo de acordo com o
que varios estudos comprovaram, que os efeitos da temperatura sobre a toxicida-
de de inseticidas sdo complexos e dependem de cada produto em questdo, do
organismo alvo e das faixas de temperatura testadas (Viswanathanan & Krishna
Murti, 1989).

O tempo aproximado de estabilidade das propriedades fisico-quimicas
de uma solugdo pode ser simulado quando esta € submetida a stress térmico,
pois temperaturas acima de 50°C aceleram o processo de degradagéo.

Observamos um leve decréscimo no indice de mortalidade apés o ter-
ceiro dia de experimento. Acredita-se que a principal causa para esse decréscimo
seja a reducdo do numero de esporos presentes na agua. Esta hipétese ficou
comprovada com os resultados encontrados no experimento complementar, onde
no inicio a concentragao de UFC/ml de agua era de 1,00x10°. No 4° dia a concen-
tragao era de 7,33x10* e apdés o 13° dia a concentragcdo havia diminuido para
3,50x1032 células por ml. Ao avaliar a atividade residual de trés larvicidas comerci-
ais, Pontes et al., (2010) obtiveram resultados com os mesmos padrdes, onde a
concentracao de Bti caiu abruptamente apds dez dias de analise. Tendo em vista
os resultados encontrados neste experimento, sugere-se que a redugdo no nume-
ro de esporos esteja relacionada com o fato dos mesmos serem consumidos du-
rante o processo de alimentacdo das larvas de Ae. aegypti. Por conseguinte, co-
mo nesse processo de avaliagdo as larvas séo trocadas a cada 24h e a quantida-
de de Bacillus ndo é reposta, o decréscimo de sua concentragdo € inevitavel.
Contudo, uma forma de corrigirmos esta variavel € aumentarmos a dose inicial de
aplicagao do Bti, utilizando-se concentragdes superiores a CLgo. Segundo a Orga-

nizacao Mundial da Saude a melhor dose para ser utilizada é a menor concentra-
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¢ao com 100% de mortalidade em 48h. Dessa forma, a relacdo de esporos/larva
sera aumentada o que ocasionara um aumento residual significativo.

Tendo em vista que uma das formas de aplicacdo que pretendemos re-
comendar a aplicagédo do BT/ é a pulverizagdo em grandes areas com potencial
foco de larvas, mesmo estas ndo contendo agua, por exemplo ferros velhos a céu
aberto ou até mesmo plantagdes irrigadas. Assim, a avaliagdo da persisténcia das
proteinas de Bti nos ambientes secos nos apresenta a possibilidade de avaliar
tais situacdes. Com os resultados deste experimento, pode-se estabelecer a viabi-
lidades das aplicacdes nestes locais bem como prever de quanto em quanto tem-
po deveremos fazer a reaplicagao do larvicida.

Diferente do efeito residual em locais com agua, no processo de avali-
acado em locais secos a quantidade de Bti da uma reposta diaria. Desta forma, o
decréscimo de sua agao larvicida ocorre somente quando realmente existe algu-
ma degradacao das proteinas ativas. Duchet, (2014) descreve que os esporos de
Bti podem persistir no ambiente (outdoor) por meses apds o tratamento. Seus re-
sultados revelam que a permanéncia do Bti no ambiente apdés um tratamento é
bastante influenciada pela quantidade aplicada inicialmente bem como pelo nu-
mero de tratamentos realizados. Outro fator importante € o tipo de vegetacéo en-
contrada na area de aplicagéo pois a presenga de matéria organica afetou a per-
sisténcia dos esporos tanto no campo como no laboratério. Entretanto, a salinida-
de e o nivel de agua néo influenciaram a persisténcia dos esporos em condigdes
controladas.

A radiacao solar e o calor intenso sdo considerados os fatores mais
importantes na limitacdo do uso de produtos biolégicos no controle de vetores,
pois as proteinas sofrem desnaturagado pela agdo do calor e pela luz UV (Navon
2000, Myasnik et al., 2001). Diversos estudos sobre a atividade de larvicidas bac-
terianos em campo tem demonstrado que a luz solar, em especial a radiacdo ul-
travioleta (UV) € um dos fatores que mais afeta a persisténcia destes produtos,
por causarem a inativagao das toxinas (Obeta, 1996; Nayar et al.1999; Melo-
Santos et al. 2001; Araujo, 2003).

Para minimizar essas limitagdes, a tecnologia empregada na formula-

¢ao do larvicida conta com dois tipos de protetores os quais aumentam a persis-
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téncia em campo destes larvicidas devido a protecédo contra a radiacao ultraviole-
ta e variagbes de temperatura (Schnepf et al., 1998; Tamez-Guerra et al., 2000;
Coté et al., 2001). Desta forma foi possivel manter a integridade dos cristais por
mais de 30 dias, contrariando a maioria dos resultados apresentados com formu-
lagdes liquidas (Navon 2000).

Referente a avaliagao da fitotoxicidade do novo formulado sobre plan-
tas Lactuca sativa as porcentagens de germinagao ficaram um pouco abaixo do
esperado. Segundo o fornecedor da semente, a taxa de germinagao é de no mi-
nimo 98%, valor que vem ao encontro com o apresentado por Marini, (2008) e
Fujiwara, (2017), onde a PG obtida com sementes de Lactuca sativa foi de 99%,
ensaio realizado com 50 sementes em 3 repeticdes e 4 réplicas nas mesmas
condi¢gbes do nosso experimento. Contudo, para Bufalo, (2012) a PG ficou entre
87 e 93% nas mesmas condicdes de analises, resultado este que esta de acordo
com os encontrados no nosso experimento. Essa variacdo na PG pode se dar
pela qualidade das sementes pois sementes mais velhas podem diminuir a PG
(Silva et al., 2008).

No teste de IVG as concentracbes maiores do formulado de Bti apre-
sentaram indices maiores. Resultados semelhantes foram encontrados por Costa,
(2014) em um experimento realizado com sementes de Algodao tratadas com Ba-
cillus thuringiensis kurstaki (Btk). Contudo, no mesmo experimento o autor cita
que esta mesma estirpe de Btk quando inoculada na semente da cultivar BRS
Aroeira apresentou efeito inibitério na velocidade de emergéncia e no crescimento
das plantas. Para Martins et al., (1999), uma germinagao rapida e uniforme das
sementes, seguida por imediata emergéncia das plantulas sé&o caracteristicas al-
tamente desejaveis, pois quanto mais tempo a plantula permanecer nos estadios
iniciais de desenvolvimento e demorar a emergir no solo, mais vulneravel estara
as condi¢cbes adversas do meio. Tais resultados apontam que as estirpes de Bt
podem interferir no IVG das plantas, variando com a espécie de planta testada.

As concentracdes “normais” de aplicacdo do novo formulado nao tive-
ram interferéncia no desenvolvimento das plantulas, sendo que o tamanho das
radiculas, e dos Hipocétilos mantiveram-se semelhantes aos do controle. Entre-

tanto, quando se aplica doses mais elevadas (1000xCD) algumas alteragdes ja se
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apresentam nos tamanhos tanto das radiculas quanto dos hipocétilos. Contudo,
esta concentragdo nao é considerada toxica a planta. Gomes et al., (2003) de-
monstraram que duas bactérias, Btk e Bacillus pumilus, isoladas de plantas de
couve, aumentaram o crescimento de alface cultivada em casa de vegetacéo.

O fato de concentragcbes mais elevadas do formulado de Bti estimular o
IVG e inibirem o crescimento da parte aérea da planta pode ser explicado pelo
fato de que as bactérias endofiticas podem ter esta caracteristica, estimular o
crescimento de plantas em um estadio de desenvolvimento e inibir em outro
(Sturz et al., 2000).
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8. CONCLUSAO

O novo formulado de Bacillus thuringiensis israelensis possui uma con-
centragao de bactérias acima da sua garantia;

As bactérias, durante o periodo de fermentagcao possuem a capacidade
de sintetizar proteinas do grupo Cry 4 e Cry 10.

O novo formulado apresenta caracteristicas que atendem as necessi-
dades do mercado, apresentando resultados efetivos no controle de larvas de
Ae.aegypti sob diferentes temperaturas e permanece com caracteristica virulenta
tanto em ambientes com agua, quanto em ambientes secos.

O novo formulado nao apresenta efeitos fitotdxicos a plantas Lactuta

sativa, nos parametros avaliados.
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ANEXOS
Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Temperaturas Diarias (Maxima, Media, Minima)
Estagao: CRUZ ALTA (RS} - 0272017
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