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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE
Vitor dos Santos Baia Ferreira

Musca domestica é um diptero que apresenta sérios riscos a saude publica e ambiental.
Essa espécie transmite diversos patdgenos, é causadora de miiases em humanos e
animais além de causar prejuizos econémicos. O uso de inseticidas quimicos causa
danos ambientais e possui eficacia questionavel em M. domestica. Inseticidas bioldgicos
de origem bacteriana apresentam uma boa alternativa aos inseticidas quimicos em
relacdo aos impactos ambientais, as espécies Brevibacillus laterosporus, Bacillus
thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus demonstram acdo inseticida em diversas
ordens de insetos e podem apresentar atividade inseticida efetiva em M. domestica.
Nove estirpes de bactérias foram testadas em M. domestica e destas trés estirpes:
BL102, BTI193A e BTK176 apresentaram valores de mortalidade maiores que 50% e
por isso tiveram os efeitos subletais investigados. Em relacdo a massa das pupas,
nenhuma das estirpes apresentou variacdo significativa na média da massa pupal,
guando comparadas as médias dos controles puro e 4gua. O periodo de desenvolvimento
também ndo se diferenciou de forma estatisticamente relevante dos dois controles em
nenhum tratamento. As trés estirpes testadas apresentaram mortalidade estatisticamente
superior as mortalidades dos dois controles com LC50 nas concentracdes de 12.40x10°
UFC/mL para BTI193, 4.76x10° UFC/mL para BTK176 e 4.16x10° UFC/mL para
BL102. As micrografias de transmissdo demonstraram que todas as estirpes apresentam
o perfil de danos celulares ja descritos para essas espécies de bactérias
entomopatogénicas, como elevada vacuolizacdo do citoplasma, além de desorganizagéo
das organelas celulares, porém somente as estirpes de B. thuringiensis apresentaram
deformacéo e interrupcdo das microvilosidades e conteudo citoplasmatico extravasado
para o limen intestinal. Os resultados obtidos com de B. laterosporus e B. thuringiensis
sugerem que essas estirpes sdo um agentes de controle bioldgico promissores para M.
domestica.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Vitor dos Santos Baia Ferreira

Musca domestica is a dipteran who presentes a serious risk to public and environmental
health. This species carries diseases, causes myiasis in humans and animals and may
cause economic losses. The use of chemical insecticides, beyond causing environmental
damage, have questionable efficacy in M. domestica. Biologic insecticides of bacterial
origin presents a good choice over chemical insecticides regarding environmental
impact. Brevibacillus laterosporus, Bacillus thuringiensis and Lysinibacillus sphaericus
species show insecticide action in several insect orders and may presente insecticide
effectiveness in M. domestica. Nine strains of bacteria were tested for mortality where
three strains: BL102, BTI1193 and BTK176 showed values above 50%. These strains
were submitted to sub lethal effects experiments. In relation to pupal weight, none of
the strains showed statistical variation when compared to pure and water controls.
Development time was statistically undifferentiated from both controls in every
treatment tested. All the tested strains showed statistically higher mortality when
compared to both controls, showing LC50 concentrations of 12.40x10® CFU/mL for
BTI193, 4.76x10® CFU/mL for BTK176 and 4.16x10® CFU/mL  for BL102.
Transmission micrographs showed that every strain presented cell damage profile
established for these species of entomopathogenic bacteria, such as the high level of
cytoplasm vacuolization and disorganization of cell organelles, however, only B.
thuringiensis strains showed microvilli deformation and disruption and cytoplasmic
content extruded into intestinal lumen. All these observations suggest that tested B.
laterosporus and B. thuringiensis strains are promising agents to the biological control
of M. domestica.
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1. INTRODUCAO
Musca domestica (Linnaeus, 1758) é um diptero pertencente a familia
Muscidae, que é caracterizada por ter de seis a sete milimetros de comprimento, torax
cinza-amarelado a cinza escuro com quatro listras escuras longitudinais estreitas no
mesonoto e o abdome amarelado com uma listra mediana escura (Bennet, 2006). O
sexo dos individuos pode ser determinado pela distancia entre os olhos, que nas fémeas

sdo dicdpteros (olhos separados) e nos machos, holopticos (olhos juntos).

Essa espécie representa uma das mais importantes pragas urbanas de interesse
médico-veterinario, pois os adultos tém habitos endofilos e depois de visitarem
ambientes contaminados, como residuos de produ¢do humana ou animal, frequentam
ou entram em contato com materiais de consumo, atuando como vetores mecanicos
de diversos patogenos (Greenberg, 1971). Seu habito alimentar envolve regurgitar
sobre o alimento para poder sugéa-lo pela probdscide, o que permite que 0s
contaminantes presentes entrem em contato com seu aparelho digestor e partes
corporais, carreando-os para outras fontes alimentares, os diversos microorganismos
presentes (Malik et al. 2007).

Esses dipteros possuem ampla distribuicdo geogréafica nas regides de clima
tropical e sdo quase sempre encontrados em grandes populagdes, pois seu
desenvolvimento ¢é favorecido em regides de clima quente e pelo fato de suas formas
jovens se desenvolverem em diversos tipos de matéria organica em decomposicao
(Marchiori et al. 2000).

A capacidade de vetoragdo de patdgenos por M. domestica € bem ampla e
envolvem fungos, protozoarios, ovos e larvas de helmintos, virus e bactérias, que
podem ser encontradas tanto na superficie de seu corpo como no trato digestorio
(Greenberg, 1973). Fungos do género Aspergillus (Micheli, 1729), causadores da
aspergilose como Aspergillus flavus (Link, 1809) ja foram isolados em exemplares de
M. domestica coletadas em lixdes (Sales et al, 2002). Dos protozoarios carreados,
Giardia lamblia (Kunstler, 1882), Cryptosporidium sp. (Tyzzer, 1910), Blastocystis
hominis, (Brumpt 1912), Cyclospora cayetanensis (Ortega, et al. 1994) sdo exemplos
que ja foram identificados em M. domestica (Cardenaz e Martinez, 2004), sendo C.
cayetanensis um importante patdgeno emergente causador de diarreia em humanos

(Ortega e Sanchez, 2010). Ao pousar em fezes de animais contaminados, pode carrear
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formas infectantes de helmintos (Sulaiman et al. 1988). Ascaris lumbricoides (Linnaeus,
1758), Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876), Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859)
e Toxocara canis (Werner, 1782) sdo exemplos de parasitos intestinais de humanos,
encontrados em M. domestica, sendo que S. stercoralis, A. caninum e T. canis, foram
encontrados tanto ovos como parasitos em formas larvais (Umeche e Mandah, 1989).
Os virus carreados por M. domestica sdo patogénicos para animais de criagdo (Otake et
al.2004), animais selvagens (Barin et al. 2010) e humanos, incluindo estirpes altamente
patogénicas de virus da gripe aviaria (H5N1) (Sawabe et al. 2006). A flora de bactérias
de importancia médica carreadas por esses dipteros também ¢é abundante (Sukontason et
al. 2000). Existem relatos da presenca de diversos géneros de bactérias patogénicas
como Acinetobacter, Bacillus e Enterobacter presentes em moscas coletadas em

mercados e fazendas de criacdo pecuéaria (Bidawidi et al. 1971; Nazni et al. 2005).

Iwasa et al. (1999) isolaram a variacdo enterohemorragica da espécie
Escherichia coli (0O157:H7) em uma fazenda de criagdo de gado no Japdo. Em
hospitais, Fotedar et al. (1992) isolou diversas espécies bacterianas, incluindo
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, provavelmente do contato direto do
inseto com feridas de pacientes ou material hospitalar contaminado. EXiste nesses
ambientes a possibilidade de contato com bactérias patogénicas resistentes, como foi
encontrado por Rahuma et al. (2005) que isolaram Pseudomonas spp. em moscas

coletadas em hospitais, com resisténcia a diversos tipos de antibioticos.

Musca domestica ndo atua somente como carreadora de patdégenos, mas também
tem potencial de causar diretamente males a saide humana e animal. Suas formas
larvais podem se alimentar de carne em decomposicdo e por consequéncia, foram
registradas causando miiases secundarias em animais selvagens (Dehghani et al. 2012),
na pele e no intestino de humanos (Sehgal et al. 2002; Ucan et al. 2011) e em associa¢ao
com outros dipteros muscoides (Ferraz et al. 2010), além de servirem como carreadores
dos ovos de dipteros causadores de miiases primarias como Dermatobia hominis
(Linnaeus, 1761) (Maia e Gomes, 1988).

Quando encontradas em alta densidade populacional, podem gerar danos
econdmicos para a producdo pecudria. S8o frequentemente associadas a areas de
producdo pecuaria e avicola e a perturbacdo causada pelas moscas afeta a producdo de

0vos em granjas, como também perturba os funcionarios (Miller et al. 1993). O mesmo
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efeito também é observado em criacBes de gado para producdo de leite (Malik et al.
2007).

A sua ampla distribuicdo geogréfica, facilidade de adaptacdo a ambientes
urbanizados, diversidade de habitos alimentares, altos indices reprodutivos, capacidade
vetorial, a possibilidade de causar miiases secundarias em humanos e animais, 0s
problemas econdmicos de seus efeitos em animais de criagdo e os incomodos causados
conferem & espécie M. domestica uma posi¢do importante nas preocupacdes com
politicas de saude publica (Polyakova, 1999). Embora a sanitizacdo e a higiene local
sejam fatores primordiais para a reducdo de seus individuos, M. domestica representa
um alvo importante para programas de controle populacional, onde medidas de manejo
e uso de inseticidas ttm como objetivo reduzir os danos causados por essa espécie
(Crespo et al. 1998).

O uso de inseticidas € uma das principais técnicas utilizadas no controle de
pragas e vetores e seu uso foi 0 que permitiu avancos na agricultura e no controle de
doengas como a maléria, tifo e a febre amarela (van Emden e Peakall, 1996). Em
meados da década de 1940, surgiram os inseticidas quimicos produzidos por sintese: 0s
organoclorados. Entre alguns exemplos, podem ser citados hexacloreto de benzeno,
metoxiclor, toxafene, carbaril e o DDT (diclorodifeniltricloretano), que atuam no
sistema nervoso dos insetos causando sua morte (Buss e Park-Brown, 2006). Esses
inseticidas continham diversas propriedades que os tornavam proprios para 0 uso em
grande escala como baixo custo de producdo, a longa acdo residual e a toxicidade para
um amplo espectro de pragas e vetores (Sethajintanin e Anderson, 2006).

Os organoclorados foram utilizados indiscriminadamente por cerca de 30 anos
por todo o mundo, até que a preocupacdo com a sua persisténcia no ambiente e sua
toxicidade elevada causou a reducdo de seu uso e proibicdo do DDT na década de 70
(ATSDR, 2002). Esses inseticidas sintéticos contaminam a agua, o solo e se impregnam
na vegetacao, sdo toxicos a animais vertebrados e a insetos polinizadores (Aktar et al.
2009). O uso excessivo desses tipos de inseticidas também resultava em uma
progressiva resisténcia das pragas a esses quimicos, diminuindo sua efetividade e
gerando consequéncias com potenciais negativos, como o aumento da frequéncia de
uso, da dose e de misturas com compostos mais toxicos (Hemingway e Ranson, 2000).

Pela importancia médico-sanitaria, M. domestica € uma espécie que teve a sua
resisténcia a inseticidas como alvo de diversos estudos. Farnham (1973) estudou a
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resisténcia de M. domestica a piretroides e Pimprikar e Georghiou (1979) descreveram
0S mecanismos que conferiam a essa espécie resisténcia ao diflubenzuron. Inseticidas
que atuam diferentemente dos principais organoclorados também tinham sua eficécia
reduzida, como observado por Bloomcamp et al. (1987), que constataram que a
ciromazina, inseticida regulador do crescimento, ndo surtia efeito em populagdes de M.
domestica. Ha relatos inclusive de inseticidas de Gltima geracdo ao qual individuos de
M. domestica também apresentaram resisténcia, como a imidaclorapida (Wen e Scott,
1999), Spinosad (Shono e Scott, 2003) e Indoxacarb (Shono et al. 2004).

O desenvolvimento de resisténcia em varias espécies de pragas e vetores, baixa
especificidade, aliado ao impacto ambiental, elevada toxicidade para vertebrados e o
alto custo e eficiéncia questiondvel dos inseticidas sintéticos de ultima geracao,
demonstraram que o controle de vetores com 0 uso exclusivo desse tipo de inseticida
ndo garantiria sua eficiéncia. Como resposta a esses fatores limitantes, a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) tem incentivado, nos ultimos anos, a busca de novas
estratégias de controle de insetos vetores de agentes etioldgicos causadores de doencas
humanas, dos animais domeésticos e silvestres (Morner et al. 2002).

Uma nova ferramenta eficaz na reducdo aos efeitos negativos dos pesticidas
quimicos e que garante sustentabilidade na préatica do controle populacional de pragas e
vetores tem sido o uso de inseticidas bioldgicos (Copping e Menn, 2000). Esses
pesticidas apresentam caracteristicas que do ponto de vista ecoldgico, apresentam
vantagens na sua utilizacdo no manejo de pragas, como baixa acdo residual, alta
volatilidade, baixa toxicidade para mamiferos, alta especificidade e elevada letalidade
nos organismos alvo, além de representar risco minimo ao aplicador (Cloyd, 2004).

Algumas bactérias, fungos e virus possuem caracteristicas entomopatogeénicas,
que podem apresentar opcdes vidveis para producdo de bioinseticidas e sua utilizagéo
em programas de controle bioldgico. Para producdo em massa e baixo custo, as
bactérias se mostraram efetivas através dos primeiros inseticidas microbianos
produzidos comercialmente nas décadas de 50 e 60 (Federici, 2005). A eficiéncia desses
bioinseticidas foi demonstrada através da atuacdo direta sobre os insetos-praga das
plantagdes, ndo afetavam os insetos polinizadores, podiam ser utilizados juntamente
com outros inseticidas e técnicas de manejo ambiental visando controle biologico, sem

apresentar risco ao homem (Copping e Menn, 2000).
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Brevibacillus laterosporus é uma bactéria Gram-positiva, aerébica, formadora
de esporos, cuja principal caracteristica é a formacdo de um corpo para-esporal em
forma de canoa (Montaldi e Roth, 1990). Teve sua associagdo com insetos divulgada ao
ser isolada como invasora secundaria em abelhas da espécie Apis melifera (Linnaeus,
1758) (Hymenoptera: Apiidae), afetadas pela doenca loque americana, causada pela
ingestdo de esporos da bactéria Paenibacillus larvae (White, 1906) por larvas dessa
espécie (Forsgren, 2010). Sua atividade como entomopatégeno pode ser relacionada a
ingestdo ou contato com a bactéria em forma de esporo ou na fase vegetativa (Ruiu,
2013), causando lesBes nas células epiteliais do aparelho gastrointestinal, caracterizado
por dano nas microvilosidades, vacuolizacdo do citoplasma e consequentemente,
extrusdo do conteudo celular na luz do intestino (Ruiu et al. 2012).

A atividade inseticida de B. laterosporus foi observada por diversos autores em
diferentes ordens de insetos. Oliveira et al. (2004) observaram a acdo de diferentes
estirpes de B. laterosporus e constataram atividade téxica em Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) (Diptera: Culicidade), Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera: Culicidae),
na lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Hlbner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) e no
besouro bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis (Boheman, 1843) (Coleoptera:
Curculionidae). Atividade inseticida em outros insetos da ordem Coleoptera também foi
descrita por Salama et al. (2004) em Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790) e
Echeverri-Molina e. Santolamazza-Carbone (2010) (Coleoptera: Curculionidae) em
Gonipterus scutellatus (Gyllenhal, 1883) (Coleoptera: Curculiionidae). Vale acrescentar
que estudos com os coledpteros dos géneros Diabrotica spp., Leptinotarsa spp. e
Anthonomus spp. mostraram toxicidade a toxinas presentes no sobrenadante do meio de
cultura, chamadas de insecticidal secretorial proteins ou ISP. Estudos sobre a eficacia
de estirpes de B. laterosporus em insetos da ordem Lepidoptera ndo mostraram
atividade inseticida relevante para diversas espécies de importancia econdémica, como
Heliothis virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae) e Trichoplusia ni
(Hubner, 1803) (Lepidoptera: Noctuidae), assim como ndo foi demonstrada atividade
das toxinas ISP, em insetos dessa ordem (Ruiu, 2013).

A bioatividade de B. laterosporus em M. domestica foi primeiramente descrita
por Ruiu et al. (2006), que demonstraram a elevada patogenicidade de diferentes
concentragdes que mataram 100% das larvas aplicadas. Zimmer et al. (2013)

compararam a agdo inseticida de diferentes espécies de bactérias entomopatogénicas e
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observaram que a maior mortalidade foi causada pela estirpe de B laterosporus. Ruiu et
al. (2007) utilizaram uma estirpe que ndo produzia cristais paraesporais e observaram
acdo inseticida sobre M. domestica e A. aegypti, apontando o corpo paraesporal como a
principal localizacdo das proteinas que causam o efeito toxico observado nessas

espécies.

De todas as bactérias com potencial inseticida, Bacillus thuringiensis seria a
espécie mais notavel (Federici, 2005). E uma bactéria Gram-positiva que produz uma
inclusdo proteica em forma de cristal, chamada de proteina Cry ou é-endotoxina, que
apresentam elevada toxicidade em diversas espécies de insetos com importancia médica
e econébmica (Yul et al. 2007). A razdo do sucesso de B. thuringiensis como
bioinseticida pode ser devido a grande variedade de endotoxinas que produz, assim
como o grande espectro de agdo em insetos e especificidade do tipo de acdo que cada
variacdo da bactéria possui (Charles e Nielsen-LeRoux, 2000). Ao chegar ao intestino
do inseto, essas proteinas sdo solubilizadas e convertidas pelas proteases do inseto.
Essas toxinas, eventualmente se ligam a receptores especificos onde formam poros que
aumentam a permeabilidade da célula, fazendo-a inchar e se romper (Copping e Menn,
2000).

Os grupos de insetos cuja atividade inseticida de B. thuringiensis ja foi descrita
sdo diversos e incluem diversas pragas e vetores com importancia econémica e médico-
sanitaria, como coleopteros (Donovan et al. 1992), lepiddpteros (Arvidson et al. 1989)
que sdo pragas de plantacGes e insetos da ordem Diptera transmissores de doencas (Ben-
Dov, 2014). Essa variedade fez com que diversos produtos baseados na bioatividade de
B. thuringiensis fossem desenvolvidos para uso comercial em plantacGes e programas
de salde publica (Valicente et al. 2010)

Diversas estirpes ja apresentaram alguma atividade em M. domestica (Johnson et
al. 1997). Hodgman et al. (1993) descreveram uma estirpe portadora de genes para as
toxinas CrylA(b), CryIB, CryllA e CrylIB que matou 50% das larvas de M. domestica
testadas na concentragdo de 10.2 pg/mL. O sorotipo H14 (B.thuringiensis var.
israelensis) ndo provocou mortalidade em adultos de M. domestica (Wilton e Klowden,
1985), enquanto a variedade kurstaki ja teve sua capacidade inseticida demonstrada em

adultos e larvas (Indrasith, et al. 1992). Zimmer et al. (2013) testaram as variedades
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israelensis e kurstaki em M. domestica tendo obtido mortalidade mais elevada com a

variedade kurstaki.

Devido a ampla utilizacdo de inseticidas com origem em toxinas geradas por B.
thuringiensis, j& existem relatos do aparecimento de resisténcia a essas substancias
(McGaughey e Beeman, 1988; Stone et al. 1989;), demonstrando que assim como no
controle quimico, seu uso deve ser planejado e deve ocorrer sinergismo com outras

técnicas de controle populacional (Tabashnik, 1994).

Outra bactéria que também possui potencial atividade inseticida é Lysinibacillus
sphaericus. Formalmente conhecida como Bacillus sphaericus por sua capacidade de
formar um esporo terminal em formato esférico, foi redesignado para o género
Lysinibacillus por produzir peptideoglicanos contendo &cido aspartico e lisina (Ahmed
et al. 2007). Sua entomopatogenicidade esta primariamente ligada a toxinas proteicas
produzidas pela bactéria e com atividade inseticida em diferentes grupos de insetos. A
toxina Sphaerolicosina mostrou atividade patogénica em Blatella germanica
(Linnaeus,1767) (Blatodea: Blatellidae) e Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Nishiwaki et al. 2007). As toxinas vegetativas de B.
sphaericus possuem acao relatada em dipteros da familia Culicidae e a toxina Mtx-1
mostrou toxicidade em células de larvas de Ae. aegypti, quando utilizados dois
peptideos de massas moleculares diferentes (Thanabalu et al. 1993). A toxina Mtx-2
possui variantes naturais que atuam mais especificamente em Cu. quinquefasciatus e
Ae. aegypti (Chan et al. 1996). A toxina binaria ou Bin é aquela que tem a agdo
bioguimica mais amplamente descrita em mosquitos, e é a principal toxina responsavel
pela atividade inseticida nesses insetos. E necessério que tanto a toxina BinA e a toxina
BinB estejam presentes simultaneamente para que haja o efeito entomocida (Aly et al.
1989; Berry, 2012).

Sua atividade inseticida em M. domestica é brevemente descrita por Zimmer et
al. (2013), entretanto os autores ao utilizarem a estirpe comercial 2362 sobre este alvo,

ndo encontraram atividade inseticida elevada.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

-Avaliar a bioatividade de diferentes bactérias entomopatogénicas sobre o

desenvolvimento pos-embrionério de Musca domestica.
2.2. Especificos

-Distinguir as estirpes das espécies B. laterosporus, B. thuringiensis e L. sphaericus que
consigam causar mortalidade maior que 50% em testes preliminares com imaturos de
M. domestica, alimentados com dieta contendo suspensdes bacterianas e selecionar estas

estirpes para os testes subsequentes.

-A partir dos testes preliminares, determinar os efeitos das aplicacGes das espécies B.
laterosporus, B. thuringiensis e L. sphaericus na massa das pupas, quanto ao tempo de
duracdo e a mortalidade dos estagios larval, pupal e de neolarva a adulto, de M.
domestica.

- Determinar a concentracéo letal 50% (CL50) de cada tratamento bacteriano.

-Avaliar as alteracGes causadas nas células epiteliais presentes no trato digestorio,

através de microscopia eletronica de transmissdo (MET).
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3. METODOLOGIA
3.1. Estabelecimento e manutencéo da colonia de Musca domestica

A criacdo dos dipteros muscoides foi estabelecida a partir de adultos coletados
numa cacamba de lixo encontrada no Bairro do Amorim (Rio de Janeiro, RJ), préximo
ao campus da Fiocruz (Rio de Janeiro, RJ). O estabelecimento e manutencdo das
criagdes seguiram a metodologia preconizada por Queiroz e Milward-de-Azevedo
(1991), que consiste na manutencdo dos adultos em gaiolas de madeira de 30x30x30 cm
(Figura 1) com alimentacdo a base de agua provida em garrafas com um pavio feito de
gaze e sacarose (Figura 2), oferecida na forma de acucar refinado. Os dipteros utilizados
foram provenientes de novas coldnias, obtidas a partir da segunda geracdo em
laboratério dos adultos coletados. Para substrato de postura, maturacdo das fémeas e
alimentacdo das larvas foi oferecida uma mistura de carne bovina moida putrefata e

farelo de trigo (5g de carne/1g de farelo).

Figura 1: Gaiola com armacdo de madeira, revestida com tela de nailon e parte frontal com
tecido de algoddo em formato de manga de camisa para manutencdo dos adultos de Musca
domestica (Diptera: Muscidae).
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Figura 2: Dieta dos adultos de Musca domestica (Diptera: Muscidae): agua, oferecida em
garrafa plastica com pavio de gaze e sacarose, em formato de acucar refinado, em recipiente
plastico de 50mL respectivamente.

3.2. Manutencao das colbnias bacterianas

O estoque das estirpes bacterianas foi mantido no Laboratério de Entomologia
Médica e Forense (Instituto Oswaldo Cruz / FIOCRUZ/RJ), em temperatura ambiente

em agar-nutriente com 6leo mineral.

3.2.1. Preparacéao das suspensoes, dilui¢des e contagem de UFC

As amostras do estoque de nove estirpes bacterianas: B. thuringiensis var.
israelensis: BTI191, BTI193; B. thuringiensis var. kyushuensis: BTK176; B.
thuringiensis var. yunnanensis: BTY170; B. laterosposrus: BL102, BL149, BL70 e
BL112 e uma de L. sphaericus, que foram transferidas para placas de Petri contendo
agar-nutriente para purificacdo e em sequéncia, foram feitos slants com 0 mesmo meio
de cultura das colonias purificadas. Quarenta e cinco slants foram raspados em 15 mL
de 4gua destilada autoclavada para compor a suspensdo mée, quando nessas col6nias,
pelo menos, 95% das células estivessem no estagio de esporo livre, o que foi
visualizado em microscOpio Optico. Para as diluicbes, 7 mL da suspensdo mée
homogeneizada em vortice foram colocados em 7 mL de agua destilada, reduzindo sua

concentracdo pela metade, o que foi feito consecutivamente até a obtencdo de quatro
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diluicdes. A suspensdo menos concentrada foi diluida até 10, sendo feita termo
resisténcia a 80°C na concentracdo de 1072 Da suspenséo diluida a 10™ foram feitas as
contagens de unidades formadoras de col6nia (UFC).

3.3. Bioensaios

Para a preparacdo do substrato de crescimento das larvas, 1 mL de suspenséo foi
aplicado e misturado em 2,5g de dieta composta por farelo de trigo e carne bovina
moida putrefata (5g de carne / 1g de farelo) para cada réplica do experimento. Esses
recipientes com as misturas, foram colocados em recipientes maiores contendo
vermiculita, que servia como substrato de pupacdo (Figura 3). Esse recipiente foi
fechado com tecido de néilon para evitar a fuga das larvas. Para o controle puro, nada
foi aplicado na dieta e no controle “agua destilada”, foi aplicado 1 mL de agua destilada
autoclavada. Dez larvas recém eclodidas (L1) foram coletadas do substrato de postura
utilizando-se um pincel e colocadas nos recipientes com substrato de crescimento,

constituindo uma réplica. Cada grupo testado contou com 5 réplicas.
Os bioensaios foram realizados em duas etapas:

e Somente a suspensdo mae foi testada tendo somente a mortalidade de neolarva a
adulto calculada.

e Somente as estirpes que obtiveram mortalidade maior que 50% na primeira
etapa tiveram a segunda etapa realizada. A suspensdo mae e quatro diluicdes
sucessivas foram testadas. Em todos os testes, as pupas foram coletadas, pesadas
em balanca de precisdo e acondicionadas individualmente em tubos de ensaio
para pupacdo, contendo até ¥ de seu volume preenchido com vermiculita e
tampados com escaline, e nesse momento foi calculada a viabilidade larval. No
momento da emergéncia dos adultos foi calculada a viabilidade pupal e, em
conjunto, a viabilidade de neolarva a adulto. Os insetos foram observados
quanto a viabilidade do desenvolvimento das fases de larva, pupa e neolarva a
adulto e a duracéo de cada fase.

Todas as fases experimentais foram observadas e controladas diariamente até a

emergéncia do adulto. Todos os experimentos foram realizados em condigdes de
laboratdrio, em estante ventilada (Figura 4) regulada a 25 + 1 °C, 60 = 10% URA e

fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 3: (A) Recipiente plastico de 10mL com substrato de crescimento das larvas de
Musca domestica (Diptera: Muscidae). (B) Insercdo em recipiente maior de 50mL contendo
vermiculita.

Figura 4: Estante ventilada utilizada no experimento com Musca domestica (Diptera:
Muscidae). Foteperiodo de 12h, 25°C, 60% umidade relativa.
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3.4. Preparo para Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

3.4.1. Disseccédo das larvas

As estirpes que foram testadas na segunda etapa tiveram duas repetices a mais,
realizadas na suspensdo mae. Dessas repeti¢oes, foram extraidas larvas com 48 e 72h de
alimentacdo na dieta, para disseccao do trato digestorio. Essas larvas foram colocadas
em suspensao salina, apds passar 3 min no freezer a -4°C para anestesia. Em uma placa
de Petri com o fundo preenchido por resina, as larvas foram presas com um alfinete
entomologico (tamanho 1) fixado na parte do esqueleto céfalo-faringeal e foi feito um
corte transversal, utilizando-se de bisturi destacando totalmente o ultimo seguimento
larval, contendo os espiraculos respiratérios, fazendo com que a porcdo final do trato
digestorio fosse expelida do corpo. A secdo utilizada foi a porcdo posterior do intestino
médio, como descrito por Ruiu et al. (2012), identificada pela proximidade dos tubulos

de Malpighi.

3.4.2. Fixacao

O material dissecado foi fixado com glutaraldeido (G.A.) a 2,5%, em tampédo
cacodilato de sédio (G.A. 2,5%) e estocado em tubos Eppendorf® em refrigerador, por
pelo menos, 72 horas. Apos este periodo foram lavados em tampdo cacodilato de sddio
0,1M por trés vezes consecutivas, cada uma com duracdo de 10 min, pos-fixados com
tetroxido de 6smio a 1% por uma hora no escuro, lavados por trés vezes em tampédo
cacodilato de sodio a 0,1M e desidratados em série etandlica a 30, 50, 70 e 90% e trés
etapas em etanol absoluto, cada etapa com duragdo de 10 minutos. Em seguida, foram
infiltrados com uma mistura de etanol e resina Epoxi (Epon) (propor¢éo 1:1) overnight
(aproximadamente 12h), Epon puro por 6 horas, incluidos em Epon e polimerizados em

estufa por 48 horas a 60°C.

Esses blocos foram levados a Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolph
Barth (IOC/Fiocruz) para os cortes em ultra micrétomo Leica Ultracut S, contrastacao
com acetato de uranila a 5% em escuriddo total e em seguida com citrato de chumbo a
2%. Os cortes foram observados em microscopio eletrdnico de transmissdo marca JEOL
JEM-1011.
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3.5.Analise dos dados

Os resultados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA: P <
0,05) e o teste de Tukey-Kramer foi utilizado para a analise da significancia estatistica e
o0 desvio padrao foi calculado através da média dos experimentos. O pacote estatistico
Graphpad® Instat foi utilizado para a realizacdo dos calculos estatisticos. A viabilidade
do estdgio larval foi contabilizada pelas larvas que se tornaram pupas, a viabilidade
pupal foi contabilizada atraves das pupas que se tornaram adultos e a viabilidade de
neolarva a adulto foi contabilizada pelas larvas que chegaram a adultos. A mortalidade
foi calculada seguindo a formula (Mortalidade% = 100 — Viabilidade%) e corrigida
através da férmula de correcdo de Abbott (Abbott, 1925) (Mortalidade tratamento% -
Mortalidade controle%). A concentracdo letal 50% (CL50) foi calculada através de
regressao logaritmica LogProbit (Finney, 1962) e realizada no pacote estatistico POLO

plus.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Testes preliminares com estirpes entomopatogénicas

Para a confeccdo dos testes preliminares, foram feitas suspensdes de diferentes
estirpes bacterianas, que estavam disponiveis no estoque do Laboratorio de
Entomologia Médica e Forense (IOC/Fiocruz). Foram testadas nove estirpes bacterianas
de diferentes espécies, sendo quatro da espécie B. thuringiensis, quatro de B.
laterosporus e uma de L. sphaericus e avaliada a mortalidade do periodo de neolarva a

adulto. As mortalidades observadas estdo representadas na Tabela I.

Tabela I: Mortalidade do periodo de neolarva a adulto de Musca domestica (Diptera:
Muscidae) alimentada com dieta tratada com suspensdo de diferentes estirpes bacterianas, em

condi¢des de laboratorio.

Trat ) Mortalidade Mortalidade
ratamento
UEC/mL Controle H,O Tratamento
(%) (%0)
BTI1191 3,11 x 10° 8.0 22.0
BTI1193 1,76 x10’ 8,0 52,0
BTK176 4,63 x 10° 10,0 56,0
BTY170 1,16 x 10’ 10,0 30,0
BL102 1,08 x 10’ 6,0 62,0
BL 149 1,11 x 108 8,0 20,0
BL70 2,62 x 10’ 8,0 12,0
BL112 3,40 x 10’ 8,0 14,0
L. sphaericus 2,89 x 10’ 10,0 20,0

. UFC — Unidades Formadoras de Coldnia
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Duas estirpes de B. thuringiensis e uma de B. laterosporus promoveram a
mortalidade alvo acima de 50% enquanto a Unica estirpe testada de L. sphaericus ndo
demonstrou atividade inseticida em M. domestica neste experimento. Zimmer et al.
(2013) testaram diversas estirpes de bactérias entomopatogénicas em M. domestica e
somente B. laterosporus e B. thuringiensis israelensis B. thuringiensis kurstaki
provocaram alta mortalidade enquanto o produto comercial baseado na estirpe 2362 de
L. sphaericus ndo provocou mortalidade elevada para essa espécie. A toxicidade de B.
thuringiensis demonstrou que sua atividade inseticida estd relacionada diretamente a
estirpes produtoras de d-endotoxinas (Sims, 1997), enquanto estirpes que produzem [3-
exotoxinas ndo possuem atividade inseticida relacionada & M. domestica (Levinson et
al. 1990).

Devido a diversidade de endotoxinas produzidas pelas diferentes variedades de
B. thuringiensis e como essas toxinas e as suas combinagfes apresentam toxicidade em
diferentes espécies de insetos, € necessario que as espécies bacterianas testadas
produzam a toxina correta que afete M. domestica. Geden (2012), concluiu que a toxina
Cry1B produzida por B. thuringiensis € responsavel pela toxicidade em M. domestica e
associou a atividade inseticida superior nessa espécie de inseto a bactérias que
produzam essa toxina, o que pode explicar a diferente resposta ao tratamento com as

estirpes de B. thuringiensis.

O mesmo modelo de bioensaio foi repetido para confirmacdo dos resultados
obtidos e as trés estirpes, novamente, obtiveram a mortalidade alvo acima de 50%,
como mostra a Tabela I1. Apds a confirmacdo da meta pré-estabelecida de mortalidade,
novas suspensdes foram feitas para a realizagdo de bioensaios em diferentes

concentragOes e avaliagdo de caracteristicas ndo letais.
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Tabela 1l: Mortalidade de neolarva a adulto de Musca domestica (Diptera: Muscidae)
alimentada com dieta tratada com suspenséo de diferentes estirpes bacterianas, que obtiveram
mortalidade acima de 50%, em condigdes de laboratério.

Mortalidade Mortalidade
Tratamento
UEC/mL Controle H,0O Tratamento
(%) (%)
BT1193 1,76 x10’ 8,0 54,0
BTK176 7,96 x 10° 10,0 52,0
BL102 8,84 x 10° 6,0 58,0

. UFC — Unidades Formadoras de Coldnia

4.2. Massa pupal

Nenhuma concentracdo testada da estirpe de B. laterosporus (BL102) alterou de
forma significativa a massa das pupas, quando comparadas aos dois controles, como
pode ser observado na Tabela I1l: Massa das pupas em miligramas (mg) de Musca domestica

(Diptera: Muscidae), alimentada em dieta tratada com suspensdo de Brevibacillus laterosporus

(BL102) em diferentes concentracdes e controles (puro e H,0), em condicfes de laboratorio.

Tabela I11: Massa das pupas em miligramas (mg) de Musca domestica (Diptera: Muscidae),
alimentada em dieta tratada com suspensdo de Brevibacillus laterosporus (BL102) em

diferentes concentragdes e controles (puro e H,O), em condigdes de laboratdrio.

Massa
Tratamento Pupal Minimo  Maximo
Média = DP
controle puro 20,51 +1,73b 17mg - 23,5mg
controle H,O 21,81 + 2,08ab 17mg - 25mg

1,21x10° UFC/mL 21,92 +2,13a 16mg - 26mg
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2,42x10° UFC/mL  21,06+163ab  19mg - 25mg
4,84x10° UFC/mL 22,30 + 2,47a 15mg - 25mg
9,68x10° UFC/mL 21,43 +2,14ab 16mg - 24mg

19,30x10% UFC/mL 22,54 +1,35a 21lmg - 25mg

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. . UFC — Unidades Formadoras de

Colbnia

Nos bioensaios realizados com as estirpes de B. thuringiensis, nenhuma
concentracdo testada de B. thuringiensis (BT1193) (Tabela IV) e de B. thuringiensis var.
kyushuensis (BTK176) ) (

Tabela V) afetaram de forma significativa a massa das pupas em relagdo aos dois

controles.

Nenhum tratamento demonstrou grandes variagfes na massa das pupas, como
mostra a Figura 5. Ruiu et al. (2006) observaram que larvas de M. domestica tratadas
com uma estirpe de B. laterosporus apresentaram massa reduzido com o tratamento,
demonstrando alguma atividade inibidora de alimentagcdo, o que ndo foi visualizado
neste experimento com B. laterosporus. As estirpes de B. thuringiensis BTI193 e
BTK176 também ndo apresentaram diferenciacdo na massa dos imaturos. Resultado
semelhante foi observado por Erb; et al. (2001) na avaliagdo feita na mariposa
Lymantria dispar (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Lymantriidae) tratada com B.
thuringiensis var. kurstaki, onde ndo houve restricdo alimentar nem geracdo de pupas

menores.

Tabela 1V: Massa das pupas em miligramas (mg) de Musca domestica (Diptera: Muscidae),
alimentada em dieta tratada com suspensdo de Bacillus thuringiensis var. israelensis (BT1193)

em diferentes concentracdes e controles (puro e H,0), em condicdes de laboratorio.

Massa
Tratamento Pupal Minimo  Maximo

Média + DP
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controle puro 20,51 +1,73b 17mg - 23,5mg
controle H,O 21,81 + 2,08a 17mg - 25mg

1,58x10® UFC/mL 20,60 + 2,03b 16mg

23,5mg
3,16x108 UFC/mL  2059+127ab  17mg - 23mg
6,32x10® UFC/mL 19,44 + 1,76b 15mg - 23mg
12,60x10° UFC/mL 20,30 + 1,42b 18mg - 22mg

25,20x10° UFC/mL 20,37 = 2,01ab 15mg

22mg

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de
Colénia

Tabela V: Massa das pupas em miligramas (mg) de Musca domestica (Diptera: Muscidae),
alimentada em dieta tratada com suspensdo de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis

(BTK176) em diferentes concentragdes e controles (puro e H,O), em condigdes de laboratdrio.

Massa
Tratamento Pupal Minimo  Méaximo
Média = DP
controle puro 19,96 + 2,63ab 11mg - 23,5mg
controle H,O 17,48 £ 3,77c 13mg - 24mg

1,17x10° UFC/mL  18,14+2,92bc  14mg - 24mg
2,34x10° UFC/mL  20,08+328ab  14mg - 27mg
4,68x10° UFC/mL 18,52 +3,44b 14mg - 24mg

9,36x10% UFC/mL 20,98 + 2,89 17mg - 25mg
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18,70x10% UFC/mL 22,03+ 3,57a 15mg - 25mg

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de
Coldnia

Talvez uma reducdo na capacidade alimentar ndo seja interessante para o tipo de
acao que determina a atividade patogénica dessas estirpes bacterianas, pois como
relatado por Tharwat et al. (1995), Ruiu et al. (2006; 2007), Zimmer et al. (2013), e no

presente estudo, a mortalidade em M. domestica é dose-dependente e se eleva nas

maiores concentragdes e possivelmente em maiores quantidades de esporos ingeridos.
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Figura 5: Comparacdo das massas das pupas de Musca domestica (Diptera: Muscidae) em
miligramas (mg), alimentadas com dieta tratada com suspensédo de Brevibacillus laterosporus
(BL102), Bacillus thuringiensis wvar. israelensis (BTI193), Bacillus thuringiensis var.
kyushuensis (BTK176) em diferentes concentragdes e controles (puro e H20), em condigdes de

laboratorio.
4.3. Duragdo dos estagios de desenvolvimento

O tratamento com B. laterosporus (BL102) n&o alterou o tempo de
desenvolvimento das larvas de forma estatisticamente significante quando comparado
ao controle H,O (Tabela VI). O desenvolvimento pupal ndo diferenciou estatisticamente

em nenhum dos grupos testados. O periodo de neolarva a adulto seguiu a proporcao do
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periodo larval e nenhuma concentracdo testada diferenciou-se estatisticamente do

controle H,O.

Tabela VI: Duragdo dos estagios de desenvolvimento pés-embrionério de Musca domestica
(Diptera: Muscidae), em meédia de dias, alimentada em dieta tratada com suspensdo de
Brevibacillus laterosporus (BL102) em diferentes concentrac@es e controles (puro e H20), em

condicdes de laboratério.

Tratamento Estagio Estagio Estagio Neolarva a
Larval Pupal Adulto
Média + DP Média = DP Meédia + DP
controle puro 5,13 +0,62b 6,29 + 0,45a 11,42 £0,81b
controle H,O 6,52 + 0,69a 6,02 £ 0,52a 12,48 + 0,502
1,21x10° UFC/mL 6,69 + 0,66a 6,09 + 0,45a 12,73 £ 0,512
2,42x10°® UFC/mL 6,52 +0,51a 6,04 + 0,48a 12,50 £ 0,672
4,84x10° UFC/mL 6,52 +0,51a 6,25+ 0,77a 12,75 + 0,728
9,68x10® UFC/mL 6,63 = 0,50a 6,00 £ 0,50a 12,59 + 0,622
19,30x10° UFC/mL 6,52 + 0,69a 6,50 £ 0,54a 12,67 + 0,512

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de

Colbnia

Os tratamentos com B. thuringiensis (estirpe BTI193), assim como B.
laterosporus, também ndo apresentaram diferenca estatistica em comparacdo ao
controle H,O. O controle puro apresentou diferenca significativa em relacdo a todos os
outros grupos. O estagio pupal teve a duragdo reduzida estatisticamente em relacdo ao
controle puro em quase todas as concentragOes testadas e nenhuma concentragéo testada
diferenciou estatisticamente do controle H,O. No estagio de neolarva a adulto,

novamente, nenhum grupo tratado se diferenciou estatisticamente dos dois controles.
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Tabela VII: Duragdo dos estagios de desenvolvimento pos-embrionério de Musca domestica
(Diptera: Muscidae), em média de dias, alimentada em dieta tratada com suspenséo de Bacillus
thuringiensis var. israelensis (BT1193) em diferentes concentracdes e controles (puro e H,0),
em condicdes de laboratdrio.

Estagio Estagio Estagio Neolarva a

Tratamento Larval Pupal Adulto

Média + DP Média + DP Média + DP
controle puro 5,13 £ 0,62c 6,29 = 0,45a 11,42 +0,81c
controle H,O 6,52 £+ 0,69ab 6,02 £ 0,52ab 12,48 + 0,50a
1,58x10® UFC/mL 6,34 + 0,70ab 6,09 + 0,5%ab 12,34 + 0,74ab
3,16x10° UFC/mL 6,21 + 0,82ab 5,93 +£0,38b 12,11 £ 0,83ab
6,32x10° UFC/mL 5,95 +0,78b 5,83 +£0,39b 11,96 + 0,82abc
12,60x10° UFC/mL 5,96 + 0,70b 5,90 + 0,30b 11,81 + 0,75bc
25,20x10° UFC/mL 6,25 + 0,45ab 5,93+0,47b 12,14 + 0,66ab

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de

Colobnia

O desenvolvimento larval das moscas tratadas com B. thuringiensis var
kyushuensis (BTK176) também ndo foi alterado de forma a diferenciar estatisticamente
dos dois controles, como mostra a Tabela VIII. O estagio pupal, assim como no
tratamento com as outras estirpes, ndo diferenciou estatisticamente dos controles em

nenhuma concentracao testada.

Os tratamentos tiveram pouca variagdo no tempo de desenvolvimento larval
guando comparados aos controles, como mostra a Figura 6. Ruiu et al. (2006) notou
aumento na duragdo do instar larval em M. domestica tratada com suspensdo de B.
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laterosporus, porém ndo diferenciando estatisticamente do controle, como pdde ser
visualizado no presente estudo. Esses resultados diferem do obtido por Zimmer et al.
(2013) utilizando B. laterosporus, onde na maior concentracdo testada foi encontrado
um periodo mais longo em relacéo ao controle e as outras concentragdes, porém nao foi
observada alteracdo na duracdo do estagio larval nos testes realizados com B.

thuringiensis var israelensis.

Tabela VIII: Duracdo dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario de Musca domestica
(Diptera: Muscidae), em média de dias, alimentada em dieta tratada com suspenséo de Bacillus
thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) em diferentes concentragdes e controles (puro e H,0),

em condicdes de laboratdrio.

Estagio Estagio Estagio Neolarva a

Tratamento Larval Pupal Adulto

Média + DP Média = DP Média + DP
controle puro 4,93 £ 0,49c 6,22 + 0,52a 11,15 + 0,64bc
controle H,O 5,62 +0,72a 6,15 + 0,53a 11,72 + 0,82ac
1,17x10° UFC/mL 5,65 + 0,69a 6,23 +0,43a 11,85 + 0,54
2,34x10° UFC/mL 5,33 £ 0,76abc 6,19 £ 0,40a 11,54 + 0,86abc
4,68x10° UFC/mL 5,44 + 0,92abc 6,09 + 0,30a 11,38 + 0,92abc
9,36x10® UFC/mL 5,05 + 0,86bc 6,22 +0,43a 11,21 + 0,96¢
18,70x10% UFC/mL 5,56 + 0,51ab 6,36 £ 0,50a 11,92 + 0,61¢

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de

Colbnia

A duracdo do desenvolvimento pupal, assim como o larval, também n&o foi
alterada significativamente, como mostram as Figura 7 e 7. O mesmo foi observado por

Ruiu et al. (2006) com suspensdo de B. laterosporus que também ndo apresentou
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nenhum tratamento que tenha alterado a duracdo desse periodo de desenvolvimento. Em
2013, Zimmer et al. avaliaram a bioatividade de B. thuringiensis em M. domestica e
encontraram alteracdo somente na menor concentracdo testada. A utilizacdo de uma
estirpe de B. thuringiensis var. kurstaki na mariposa L. dispar, também néo resultou na

alteracdo da duracdo do instar pupal para essa espécie em condicdes de laboratério.
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Figura 6: Comparacdo das duragdes do estagio larval de Musca domestica (Diptera: Muscidae),
alimentada com dieta tratada com suspensédo de Brevibacillus laterosporus (BL102), Bacillus
thuringiensis var. israelensis (BT1193), Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) em

diferentese controles (puro e H20), em condigGes de laboratorio.
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Figura 7: Comparagdo das duracoes do estagio pupal de Musca domestica (Diptera: Muscidae),
alimentada com dieta tratada com suspenséo de Brevibacillus laterosporus (BL102), Bacillus
thuringiensis var. israelensis (BT1193), Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) em

diferentes concentragdes e controles (puro e H,O), em condigdes de laboratdrio.

Em relacdo ao periodo de neolarva a adulto, como reflexo dos dados dos
periodos anteriores, ndo foi observada nenhuma alteracdo estatisticamente significativa

em nenhuma suspensao, em nenhuma concentracéo testada, como mostra a Figura 8.

A acdo de bactérias entomopatogénicas, no caso de B. thuringiensis, é
caracterizada por proteinas cristalogénicas que causam lise no endotélio do intestino do
inseto (Schnepf et al. 1998), enquanto B. laterosporus, provoca lesdes e vesiculas na
parte apical das células endoteliais intestinais (Ruiu et al. 2012). Esse modo de a¢do nao
aparenta interferir no crescimento e na mudanca de estagios de desenvolvimento do
inseto, que é mediado pelos horménios juvenil, ecdisona, regulador de crescimento e de
eclosdo (Riddiford e Truman, 1978).
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Figura 8: Comparacdo das duragbes do periodo de neolarva a adulto de Musca domestica
(Diptera: Muscidae), alimentada com dieta tratada com suspenséo de Brevibacillus laterosporus
(BL102), Bacillus thuringiensis var. israelensis (BTI193), Bacillus thuringiensis var.
kyushuensis (BTK176) em diferentes concentracdes e controles (puro e H,O), em condigdes de
laboratério

4.4. Mortalidade dos estagios de desenvolvimento e LC50

Todas as larvas tratadas com suspensdo de B. laterosporus (BL102)
diferenciaram estatisticamente dos dois controles e ao contrario dos efeitos subletais,
demonstraram grande atividade bioldgica. Todas as concentragdes apresentaram
mortalidade elevada em relagdo aos controles e a mortalidade larval foi dose-
dependente, de acordo com a Tabela IX. N&o houve diferencia¢do na mortalidade pupal
e ela ndo apresentou relacdo com a concentracdo, se mostrando aleatéria. A mortalidade
de neolarva a adulto acompanha a tendéncia da mortalidade larval com todas as
concentragOes diferenciou-se estatisticamente do controle e com a mortalidade se

mostrou dose-dependente, como mostra a Tabela IX.
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Tabela IX: Porcentagem de mortalidade dos estagios de desenvolvimento p6s-embrionario de
Musca domestica (Diptera: Muscidae), alimentada em dieta tratada com suspensdo de
Brevibacillus laterosporus (BL102) em diferentes concentracfes e controles (puro e H,O), em
condi¢des de laboratorio.

Mortalidade

Mortalidade

Tratamento Mortalidade
Larval Pupal Neolarva a Adulto

Média + DP Média + DP Média + DP
controle puro 6,0 £ 5,47d 4,22 £5,79% 10,0 + 7,07d
controle H,O 8,0+8,37d 8,50 * 8,59a 16,0 + 8,94d
1,21x10® UFC/mL 26,0 £5,47c 8,22 + 7,54a 32,0 £ 8,37c
2,42x10° UFC/mL 50,0 + 7,07b 11,34 + 10,44a 56,0 + 5,48b
4,84x10® UFC/mL 54,0 £ 5,48b 14,00 + 21,91a 60,0 + 12,25b
9,68x10° UFC/mL 58,0 + 8,37b 18,00 + 10,37a 66,0 + 5,48b
19,30x10% UFC/mL 78,0+ 4,47a 43,34 £ 43,47a 88,0 £ 8,37a

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de

Colobnia

Assim como no tratamento com B. laterosporus, B. thuringiensis (BTI1193)
também teve a mortalidade larval dos grupos tratados estatisticamente diferente dos
grupos controle e apresentou mortalidade dose-dependente. A mortalidade pupal nédo
diferenciou estatisticamente dos controles nem entre si. A mortalidade de neolarva a
adulto, assim como a mortalidade larval, foi dose dependente e diferenciou
estatisticamente dos dois controles em todos os tratamentos, com a mortalidade mais

elevada em 72%, como mostra a Tabela X.
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Tabela X: Porcentagem de mortalidade dos estagios de desenvolvimento pds-embrionério de
Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae), alimentada em dieta tratada com
suspensdo de Bacillus thuringiensis var. israelensis (BT1193) em diferentes concentragdes e
controles (puro e H,0), em condicGes de laboratorio.

Mortalidade

Mortalidade

Tratamento Mortalidade
Larval Pupal Neolarva a Adulto
Média + DP Média + DP Média + DP
controle puro 6,0 + 5,48e 4,22 £5,79% 10,0 + 7,07d
controle H,O 8,0 £8,37e 8,50 * 8,59a 16,0 + 8,94d
1,58x10® UFC/mL 24,0 £ 5,47d 15,36 + 10,38a 36,0 £ 5,47c
3,16x10® UFC/mL 34,0 + 11,40cd 15,20 + 9,40a 44,0 £ 11,40bc
6,32x10° UFC/mL 46,0 + 8,94bc 13,32 + 18,24a 54,0 + 8,94b
12,60x10° UFC/mL 54,0 + 5,47ab 9,00 + 12,45a 58,0 + 8,37ab
25,20x10® UFC/mL 68,0 *+ 8,36a 10,00 + 13,69a 72,0+ 4,47a

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de

Colobnia

A mortalidade larval de B. thuringiensis var. kyushuensis, demonstra 0 mesmo
padrédo das outras suspensdes testadas, mais uma vez com mortalidade dose-dependente
e suspensdes que diferenciam significativamente dos dois controles em todas as
concentragdes. Novamente, a mortalidade pupal ndo diferenciou significativamente de
nenhum grupo tratado. A mortalidade neolarva a adulto repete o padréo da mortalidade

larval mais uma vez, com seu valor mais elevado em 72% (Tabela XI).
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Tabela XI: Porcentagem de mortalidade dos estagios de desenvolvimento p6s-embrionario da
espécie Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae), alimentada em dieta tratada

com suspensdo de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) em diferentes

concentracgdes e controles (puro e H,0), em condicGes de laboratorio.

Mortalidade

Mortalidade

Tratamento Mortalidade
Larval Pupal Neolarva a Adulto
Média + DP Média + DP Média + DP
controle puro 8,0 +8,37d 2,00 +4,47a 10,0 £ 7,07c
controle H,O 10,0 + 10,00d 5,00 + 6,85a 14,0 £ 15,16¢
1,17x10® UFC/mL 26,0 + 8,94cd 22,38 + 15,69a 38,0 £16,43b
2,34x10® UFC/mL 40,0 + 12,25bc 11,44 + 15,66a 48,0 £ 8,37b
4,68x10° UFC/mL 50,0 + 10,00ab 16,34 + 17,09a 58,0 + 13,04ab
9,36x10° UFC/mL 58,0 + 8,37ab 15,66 + 15,06a 64,0 + 11,40ab
18,70x10% UFC/mL 68,0 + 8,37a 10,00 + 13,69a 72,0+ 4,47a

Letras diferentes representam médias diferentes entre si. DP = Desvio padrdo. UFC — Unidades Formadoras de

Colobnia

A mortalidade larval representa os valores mais elevados de mortalidade
relativa, talvez por ser o estdgio de aplicagdo das suspensdes e a principal fase de
alimentacdo das larvas. Através dos resultados apresentados na Figura 9, observa-se que
a maior mortalidade larval corrigida alcangada foi aquela da estirpe de B laterosporus
(BL102) com 78%. Ruiu et al. (2007) observaram mortalidade de 100% ao utilizarem a
mesma espécie bacteriana em M. domestica. Zimmer et al. (2013) também encontraram
mortalidade elevada (x 55%) na concentracdo testada mais elevada com B. laterosporus

em M. domestica.
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Figura 9: Comparacdo das mortalidades larvais de Musca domestica (Diptera:
Muscidae)corrigidas pela férmula de Abbott (Abbott, 1925) , alimentada com dieta tratada com
suspensdo de Brevibacillus laterosporus (BL102), Bacillus thuringiensis var. israelensis
(BTI193), Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) em diferentes concentragdes e
controles (puro e H,0), em condicGes de laboratorio.

A mortalidade larval de B. thuringiensis (BTI1193), foi idéntica em valor
absoluto ao de B. thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) no presente trabalho, com
68%, consideravelmente mais elevada do que os valores encontrados por Zimmer et al.
(2013) que foram de aproximadamente 20% para B. thuringiensis var. israelensis e

17,5% para B. thuringiensis var. kurstaki em M. domestica.
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Figura 10: Comparacdo das mortalidades pupais da espécie Musca domestica (Diptera:
Muscidae) corrigidas pela formula de Abbott (Abbott, 1925) , alimentada com dieta tratada com
suspensdo de Brevibacillus laterosporus (BL102), Bacillus thuringiensis var. israelensis
(BTI193), Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) em diferentes concentragdes e
controles (puro e H,0), em condicGes de laboratorio.

A mortalidade pupal dos tratamentos, representada na Figura 10, ndo teve
alteracdo estatisticamente relevante em nenhum grupo tratado, apresentando
mortalidades variadas, geralmente reduzidas, em todos os tratamentos, o que diverge do
encontrado por Zimmer et al. (2013) para B. laterosporus, que apresentaram elevadas
mortalidades pupais na menor concentracao testada.

A mortalidade de neolarva a adulto contabiliza o total de larvas que ndo se
tornaram adultos e representa a mortalidade total da fase de imaturo. Na Figura 11, pode
ser observado um padrdo parecido com o demonstrado na mortalidade larval, com

mortalidades dose-dependentes.
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Figura 11: Comparacdo das mortalidades de neolarva a adulto da espécie Musca domestica
(Diptera: Muscidae) corrigidas pela formula de Abbott (Abbott, 1925), alimentada com dieta
tratada com suspensdo de Brevibacillus laterosporus (BL102), Bacillus thuringiensis var.
israelensis (BTI193), Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (BTK176) em diferentes
concentracgdes e controles (puro e H,0), em condicGes de laboratorio.

Para comparar as diferentes estirpes bacterianas e determinar qual seria a mais
viavel na utilizacdo como inseticida, foi calculada a concentracdo letal 50 (LCs;) desse
periodo de desenvolvimento, como mostra a Tabela XII. A estirpe de B. laterosporus
(BL102) foi a que apresentou melhor viabilidade para uso como inseticida com LCsy no
valor de 4,16 x 108 UFC/mL. Ruiu et al. (2006) encontraram valores de LCs para larvas
de primeiro instar de 0,72 x 108, que é consideravelmente menor do que os valores
encontrados no presente estudo e aqueles encontrados por Ruiu et al. (2007) para uma
estirpe de B. laterosporus ndo produtora de corpo para-esporal ndo foram comparados
pois foram calculados baseados em massa seca e ndo em UFC. As estirpes de B.
thuringiensis testadas no presente estudo causaram mortalidade significativamente
maior do que as encontradas por Tharwhat et al. (1995) para os inseticidas comerciais
Bactimos e Vectobac (38 — 53% e 55 - 71%, respectivamente). Zimmer et al. (2013)
testaram as variedades israelensis e kurstaki de B. thuringiensis e constataram que as

duas estirpes causaram alta mortalidade para M. domestica.

O aumento da variedade de bioagentes que possam ser utilizados em programas

de controle de pragas e vetores é uma das fundamentais linhas de pesquisa no que se diz
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respeito ao controle bioldgico (Bell, 1990). A variacdo da bioatividade apresentada por
agentes bioldgicos representam uma das principais vantagens no uso desses agentes
como bioinseticidas e em conjunto com o refinamento do entendimento sobre essa
atividade, ocorre o aumento do arsenal de inseticidas sustentaveis a serem usados no

manejo e controle de populagdes.

Tabela XII: ConcentracBes letais 50 (CLsy) de diferentes estirpes bacterianas em Musca
domestica (Diptera: Muscidae), alimentada com dieta tratada com suspensdes de Bacillus
thuringiensis e Brevibacillus laterosporus, em condi¢des de laboratério.

Teste de CLso em Limites (,95)
Tratamento )
normalidade UFC/mL
X 108
(P>0,05)
BT1193 NAO 12,40 x10°  Inferior 4,94
Superior 52,53
BTK176 SIM 4,76 x 10°  Inferior 1,75
Superior 10,49
BL102 NAO 4,16 x 10°  Inferior 1,67
Superior 7,44

UFC — Unidades Formadoras de Coldnia

Com a variedade de toxinas e modos de acdo apresentados por bactérias
entomopatogénicas, € muito interessante que se descubram novas estirpes com atividade
inseticida para o uso em programas de controle biologico. Devido a aquisicdo de
resisténcia aos inseticidas, inclusive aos baseados em formulagdes de B. thuringiensis e
até gue se tenha total entendimento sobre os mecanismos de resisténcia desses insetos se
torna importante a descoberta de estirpes bacterianas que apresentem bons resultados no

controle de pragas e vetores (Tabashnik, 1994).
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4.5. Analise das células epiteliais do trato digestério

As bactérias entomopatogénicas testadas nesse experimento causam atividade toxica
primariamente causando lesdes no tecido epitelial do intestino do inseto-alvo (Copping
e Menn, 2000; Ruiu et al. 2006). No intuito de esclarecer a atividade dessas bactérias
em ao nivel celular, foram feitas microscopias das porcdes apicais das células epiteliais
da porgdo posterior do intestino médio de M. domestica ap0s a ingestdo da dieta tratada
com os trés tipos bacterianos testados anteriormente e comparadas com micrografias do

grupo controle H,0, 48 e 72 horas ap0s a ecloséo.

Figura 12: Célula epitelial do intestino médio do grupo controle com H,O de larvas de Musca
domestica (Diptera: Muscidae). A: Porc¢do apical da célula epitelial, 48h ap6s eclosdo. x7800;
B: Microvilosidades de células intestinais 48h apds eclosdo. x16000; C: Porcéo apical da célula
epitelial, 72h apds eclosdo. x7800; D: Microvilosidades de células intestinais 72h apos ecloséo.
x7800. L: Lumen intestinal; M: Mitocdndria; mp: Matriz peritréfica; mv: Microvilosidades. vd:
Vacuolos digestivos.

A porcdo apical das células epiteliais do grupo controle H,0, 48h ap06s a eclosao,
apresenta citoplasma integro, com poucos e pequenos vacuolos digestivos como mostra

a Figura 12: A. As microvilosidades s&o digitiformes, com estrutura alongada e presenca
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continua ao bordo da célula (Figura 12B). Setenta e duas horas apds a eclosdo a
integridade do citoplasma se mantém, assim como a presenca de poucos vacuolos e
organelas dispostas de forma organizada (Figura 12C), assim como as microvilosidades
mantém-se digitiformes e alongadas e acompanham integralmente o bordo da célula
(Figura 12D).

No tratamento com B. laterosporus o aumento da producdo de vacuolos ja €
evidente, em conjunto com desarranjo do citoplasma, 48h ap0s a exposi¢do aos esporos,
porém, ndo é observada alteracdo no aspecto e na disposicdo das microvilosidades
(Figura 13A). Setenta e duas horas apds a exposicdo aos esporos, a vacuolizacao
excessiva é evidente, causando grande desorganizacdo no citoplasma e das organelas
celulares (Figura 13B), concedendo um aspecto espongiforme. As microvilosidades, no
entanto, mantém o aspecto normal presente no controle H,O, mantendo o aspecto
alongado e a distribuicdo uniforme (Figura 13B). Ruiu et al. (2006) observaram
vacuolizacdo citoplasmatica parecida em M. domestica tratada com B. laterosporus, 12h
apos a exposicao aos esporos. Nesse caso, a vacuoliza¢do também gerou desorganizagdo
estrutural do citoplasma, além de ter danificado cristas mitocondriais dessas células.
Ruiu et al. (2006) também observaram lesdo na membrana celular acompanhada de
extrusdo do conteldo citoplasmatico e danos estruturais as microvilosidades, o que nédo
foi observado no presente estudo. Os danos celulares observados condizem com a
descricdo dos danos celulares causados pelas proteinas de B. thuringiensis por diversos
autores em diferentes ordens de insetos-praga (Silva et al. 2008; Abdelkefi-Mesrati et al.
2011; Song et al. 2012).

O tratamento com a estirpe de B. thuringiensis var. israelensis demonstra
aumento na vacuolizacdo e desorganizacao citoplasmatica semelhante ao encontrado no
tratamento com a estirpe de B. laterosporus, apos 48h de contato. (Figura 14A). As
microvilosidades n&o apresentaram modificacdo estrutural, mas apresentaram
interrupcdo da continuidade da distribuicdo na membrana celular (Figura 14B). Com
72h de exposicao, pode ser observada a presencga de corpos globulares no citoplasma,
ocupando grande espaco no fluido citoplasmatico e possivelmente, causando aumento

volumetrico da célula epitelial, em conjunto com os vacuolos (Figura 14C).
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Figura 13: Célula epitelial do intestino médio de larvas de Musca domestica (Diptera:

Muscidae) tratadas com esporos de Brevibacillus laterosporus (BL102). A: Setas apontam
aumento da formacgdo de vesiculas no citoplasma de células epiteliais, 48h ap6s exposicao.
X7800; B: Setas apontam grande vacuolizacdo, seguido de desorganizacdo do citoplasma de
células epiteliais 72h apds exposicao. x7800. L: Lumen intestinal; mv: Microvilosidades.

As microvilosidades também sdo afetadas apos 72h de exposicdo, apresentando
aspecto inchado e disforme, formas clavadas e distribuicdo irregular na membrana da

celula epitelial, além de vacuolizagéo proxima a extremidade da célula (Figura 14D).

O tratamento com a estirpe de B. thuringiensis var. kyushuensis (BTK176)
apresentou diferenca nos efeitos entre as células, tendo variagdes entre 0 aumento da
vacuolizagdo e deformacdo das microvilosidades. No citoplasma das células expostas a
48h, algumas células apresentaram pouca vacuolizacdo e pouca ou nenhuma alteracao
nas microvilosidades (Figura 15A). Outras células apresentaram aumento consideravel
na vacuolizagdo, desestruturagdo do citoplasma e microvilosidades inchadas e
disformes, com aspecto globuloso e clavado (Figura 15B). Apo6s 72h de exposicéo a
vacuolizagdo do citoplasma € intensa e o fluido citoplasmatico se torna menos denso,
além de desorganizacdo das organelas (Figura 15C). As microvilosidades mantém as
deformacdes e formas inchadas acrescentando a descontinuidade do seu aparecimento

ao longo da membrana celular.

50



g
90980 44248052995,
jt‘o'

(Y 00050, 6
.m.s el 05t

Figura 14: Celula epitelial do intestino médio de larvas de Musca domestica (Diptera:
Muscidae) tratadas com esporos de Bacillus thuringiensis var. israelensis (BT1193). A: Porcéo
apical da célula epitelial mostra aumento elevado na vacuolizacéo, 48h ap6s exposic¢do. x7800;
B: Microvilosidades de células intestinais 48h ap6s exposi¢do. x7800; C: Porcdo apical da
célula epitelial apresentando vacuolizacdo e formacdo de corpos globulares densos, 72h ap6s
exposi¢do. x7800; D: Microvilosidades com aspecto inchado e desorganizado 72h apds
exposicdo. x9600. cg: Corpo Globular L: Lamen intestinal; mv: Microvilosidades; v: Vacuolos.

As lesOes apresentadas pela exposicdo a diferentes estirpes de B. thuringiensis
em M. domestica no presente estudo corroboram aquelas relatadas por diversos autores
em diferentes ordens de insetos. A formacdo de vacuolos no citoplasma e
desorganizacdo das organelas é descrita por Percy e Fast (1982), Singh et al. (1985), Yu
et al. (1996) e Cavados et al. (2004) como sintoma comum & infeccdo por B
thuringiensis. O aparecimento de tais lesdes é descrito como ocorrendo até 15 minutos
apoOs a exposicdo e se agravam com o passar do tempo, diferenciando conforme a

toxicidade das estirpes (Singh et al. 1985).
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Figura 15: Celula epitelial do intestino médio de larvas de Musca domestica (Diptera:
Muscidae) tratadas com esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (BTK193). A:
Porcdo apical da célula epitelial mostra aumento na vacuolizagdo em célula menos afetada, 48h
apo6s exposicdo. x7800; B: Microvilosidades de células intestinais mais afetadas apresentam
elevada deformidade , 48h ap0s exposicdo. x5400; C: Por¢éo apical da célula epitelial de larvas
de Musca domestica apresentam elevada vacuolizacdo e desorganizacdo citoplasmatica, 72h
apos exposicao. x9600; D: Microvilosidades com aspecto inchado e desorganizado, 72h apds
exposic¢do. x7800. cit: Fluido citoplasmético; L: Lamen intestinal; mv: Microvilosidades; v:
Vacuolos.

Diversos autores também identificam a interrupcdo das vilosidades ao longo da
membrana como efeito conhecido da infec¢do por B. thuringiensis (Percy e Fast 1982;
Lahkim-Tsoror et al. 1983; Singh et al. 1985; Yu et al. 1996; Cavados et al. 2004). Tal
atividade deve ocorrer pois as toxinas produzidas por B. thuringiensis se acoplam a
receptores presentes na membrana celular das microvilosidades, afetando os canais de
permeabilidade nessas regides (Copping e Menn, 2000), podendo causar aumento
volumétrico, as interrupcbes e as deformidades visualizadas nessas estruturas e

posteriormente no resto da célula.

Esse aumento de volume excessivo e enfraquecimento da membrana celular

devido a vacuolizacdo préxima e interrupcdo na continuidade das microvilosidades,
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pode estar conectado diretamente ao extravasamento de contetdo citoplasmatico
observado na Figura 16. Esse tipo de dano causado as células epiteliais também foi
observado por Percy e Fast (1982) e pode ser o principal responsavel pelas disfungdes
fisioldgicas causadas por esse entomopatdgeno. A presenca de células mais ou menos
afetadas nos mesmos grupos tratados, parece corroborar a afirmativa de que a acdo das
proteinas toxicas ocorre somente em celulas sensibilizadas (Endo e Nishiitsutsuji-Uwo,
1982). Esses resultados demonstram que as estirpes utilizadas de B. laterosporus e B.
thuringiensis nesse experimento apresentam as mesmas caracteristicas de acao de outras

estirpes bacterianas que apresentam atividade bioinseticida efetiva

' (Q:H

Figura 16: Extrusdo de conteudo citoplasmatico no limen intestinal de larvas de Musca
domestica (Diptera: Muscidae). A: 48h apds exposicdo a esporos de B. thuringiensis var.
israelensis. Organelas e fluido citoplasméticos presentes no lumen; B: 48h apds exposi¢do a
esporos de B. thuringiensis var. kyushuensis. Fluido citoplasméatico presente no limen. L:
Ldamen intestinal; M: Mitoc6ndria; ec: Extrusao citoplasmatica

53



5. CONCLUSOES

Das nove estirpes bacterianas testadas, B. thuringiensis e B. laterosporus
apresentaram a mortalidade considerada aceitavel para que fosse feita uma
avaliacdo posterior mais completa.

Das trés estirpes testadas (BL102, BTI193 e BTK176) nenhuma apresentou
variacdo significativa na massa das larvas quando comparadas aos dois controles
(puro e H,0), demonstrando que ndo houve atividade inibidora de alimentacéo,
0 que pode ser apropriado, devido a mortalidade ser compativel com a
concentracdo testada e consequentemente, com a quantidade de esporos
ingeridos.

N&o houve variacdo na duracdo dos periodos de desenvolvimento, o que indica
que a ingestdo e contato com essas estirpes ndo devem interferir com o
mecanismo hormonal que regula as fungdes de crescimento.

Todas as estirpes demonstraram mortalidade elevada e dose-dependente em M.
domestica, 0 que pode apontar que sejam organismos viaveis para a utilizacéo
em programas de controle bioldgico.

As estirpes testadas de B. laterosporus e B. thuringiensis possuem atividade
histopatoldgica condizente com o que é apresentado na literatura, tanto na acao
sobre o citoplasma como na interrupcdo na distribuicdo uniforme das
microvilosidades.

As trés estirpes testadas mostraram potencial elevado para que, com o
aprofundamento do conhecimento sobre sua acdo e sobre a resposta ao
tratamento demonstrada por M. domestica, possam ser produzidos bioinseticidas
comerciais a partir destas bacteérias.

A descricdo das toxinas produzidas pelas estirpes de B. thuringiensis se faz
importante para um melhor entendimento dos seus mecanismos de acdo e

especificidade.
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