Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Po6s-Graduacdo em Biodiversidade e Saude

PROSPECCAO DE BIOATIVIDADE DE Brevibacillus laterosporus SOBRE O
DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO DE Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830)
(DIPTERA: CALLIPHORIDAE), EM LABORATORIO

RENATA ROCHA PESSANHA

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Biodiversidade e Saude

Orientador: Prof. Dra. Viviane Zahner

Coorientador: Prof. Dra. Margareth Maria de Carvalho Queiroz

R10 DE JANEIRO
2013



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Pé6s-Graduacdo em Biodiversidade e Saude

PROSPECCAO DE BIOATIVIDADE DE Brevibacillus laterosporus Laubach, 1916
SOBRE O DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO DE Lucilia cuprina
(Wiedemann, 1830) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE), EM LABORATORIO

RENATA ROCHA PESSANHA

Orientador: Prof. Dra. Viviane Zahner

Coorientador: Prof. Dra. Margareth Maria de Carvalho Queiroz

Aprovado em:
12/07/2013

EXAMINADORES:

Dra Margareth Maria de Carvalho Queiroz
Dra Deise Maria Fontana Capalbo

Dr José Mario D’ Almeida



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomedicas/ ICICT / FIOCRUZ - BJ

P475 Pessanha, Renata Rocha
FProspecgio de bicatividade de Brevibacilus laterosporus Laubach,
1918 sobre o desenvolvimento pos embricnario de Lucilia cuprina

(Wiedemann, 1830} (Diptera: Calliphoridae), em laboratorio. Renata
Rocha Pessanha. — Rio de Janeiro, 2013.

xi, 53 F cil. ; 30 cm.

Dizsertagio (Mestrado) — Institutn Oswalde Cruz, Pés Graduagdo em
Biodiversidade e Salde, 2013

Bibliografia: f. 45-53
1. Controle biclégico. 2. Bioatividade. 3. Diptera

CDD 585774




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus. Em segundo lugar aqueles que em nenhum momento
deixaram de olhar por mim. A todos os Orixas por me proteger e iluminar. Especialmente a
minha Mée lemanja, a Maria Padilha, Seu Z¢é, Vov6 Maria Conga, Seu Boiadeiro, Guerreiro
de Fogo por abrirem meus caminhos, me ajudarem nas dificuldades e por estarem sempre em
minha companhia.

As minhas orientadoras Viviane Zahner e Margareth Queiroz pela oportunidade de
encarar um novo desafio, e pela infraestrutura oferecida para que o trabalho fosse realizado.

A Dr. Jacenir Mallet pela paciéncia e grande ajuda para confeccio das micrografias.

A CAPES pelo financiamento que permitiu a concretizacio do estudo.

Aos amigos de laboratério Alexandre, Carlos, César, Eliane, Isabel, Lucas, Luis,
Marcio, Paloma, Rebecca, Rodrigo, Tayra, Vinicius, Vitor e Zeneida em pela grande ajuda
com ideias diante dos diversos imprevistos e empecilhos que permearam durante um longo
tempo.

As amigas do mestrado Aline Schilithz, Ana Carolina Bastos, Ana Carolina Valente,
Ana Paula Gomes, Carolina Dale, Caroline Fonseca, Karla Bitencourth, e ao César Pinto pelo
companheirismo durante esses dois anos de muito stress.

Aos Familiares pelo suporte. Aos meus pais, Helena e Paulo pela compreensdo, a
minha irma Paula pela ajuda, aos irmdos Luana e Junior simplesmente por fazerem parte da
minha vida.

Finalmente a Steven Tyler, Axel Rose, Diogo Nogueira, Chris Cornell, Chad Kroeger,
Ana Carolina, Seu Jorge, dentre outros pela grande companhia durante a confeccdo deste

texto.



“Ter consciéncia da ignorancia é o inicio da sabedoria”

Marion Zimmer Bradley



INDICE

RESUIMO. ...ttt e sttt e e bttt e bbb e e eb b e e e bbb e e abe e e s b e e nnsne e e e IX
N o1 = Tod PSPPSR X
(O R T0] 51U X T 1
1.1.  Dipteros causadores A& MITASES .......cveieerriiiieiieiesieseeste e seesre e seesaesee e eseesreesreeeeas 3
1.2.  Métodos de controle de iNSELOS VELOIES ........cceruiieirerieiriesie et 4
1.2.1.  CONrOl& MECANICO. .. .ciuieeiiiieiieeieeie st et te st e e te st e et e st esteeseesseesteenseereesseensesneenreas 4
O O 1 {0 (= [0 1 ] ot USROS 5
1.2.3.  Controle DIOIOGICO. .......ccueeieeece e 5
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 8
2.1. Familia Calliphoridae. ........cooeiieiie e 8
2.2. GENEBIO LUCTHIA ...ttt ettt sbenre s 8
FZ T 0 Tox | [ F= W o1 o) [ - SR RPSPPSRPRSRN 9
2.4, BrevibacCillus [ateroSPOIUS ..........oiiiiiieiee e 10
3. METODOLOGIA ...ttt e e et e st e e e rt e e e sae e e e nteeesnneeeaneeeans 12
3.1. Estabelecimento da colonia de LucCilia CUPFINA........cceieiiiininiiiesieeee e 12
3.2. Preparo das SUSPENSOES ......cveireeireeieiieeiteeeesteesteeaesteesteesesreesteebessaesteesesssesreenseaneesaeenas 13
3.3. ODtENCAOD 0AS NEOIAIVAS........eeiieiie et nreas 14
B0 T o= 17 1o SR 15
TR T V[ ot {0 1ol o - USSP PSR PPRPRO 17
3.3.1. Microscopia Eletronica de Varrdura ...........cccveceeieiieiie e 17
3.3.2 MICIOSCOPIA OPLICA. ...c.vieviiiiieiie ettt ettt et e s be e sae e sreesaeeneesreenneas 18
KB N a1 EST= [0 = To o LSS 18
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt et s eeeseeers e seees e e eenen e, 19
4.1. Grupo testado com suspensdes NA0 AilUIdAS............ccvecveiiiieiiciccece e 25
4.2. Grupo testado com suspensdes diluidas @ 107 ........c.ccoceeverieeereeeieeeeee e 29
4.3. Grupo testado com suspensdes diluidas @ 107>, .....c.cvveeeeeese s, 32
4.4, ETEITOS SUDIBTAIS ......eeviiiiieiieie ettt st sb e nbe e 36



5. CONCLUSOES ..o,
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Local da captura de adultos de Lucilia cuprina para formacdo de colonia em
laboratdrio. (A) e (B) cacamba utilizada para deposicao de lixo. (C) localizagcdo da cagamba
na comunidade do AMOIM — RJ. ..ot sre e e 12
Figura 2 — Gaiola para criagdo de adultos de Lucilia cuprina contendo agua e agucar para
manutencdo dos INSetos (COlONIA ESTOGUE). .....civieveeieeiecie ettt ee et sre e 13
Figura 3— Recipientes utilizados para criacao dos imaturos de Lucilia cuprina. .................... 15
Figura 4 — Tubo de ensaio contendo vermiculita para pupacédo da larva de Lucilia cuprina. .16
Figura 5 - Insetos fixados nos stubs para visualizagdo em microscépio de varredura. ........... 18
Figura 6 - Mortalidade de pupas de Lucilia cuprina de acordo com a suspensdo de
Brevibacillus laterosporus 0fereCita. .........cccvevveeiiiieiece e 22
Figura 7 — Duracdo do periodo de neolarva a adulto (dias) de Lucilia cuprina tratado com
solucdes ndo diluidas (ctrl = controle puro; NaCl = controle salina)............ccccevviveveiieiennn, 23
Figura 8 — Duracdo do periodo de neolarva a adulto (dias) de Lucilia cuprina tratado com
solucdes diluidas a 10™* €trl = controle puro; NaCl = controle salina)..........cccccceveveuennne, 23

Figura 9 — Duracdo do periodo de neolarva a adulto (dias) de Lucilia cuprina tratado com
solucdes diluidas a 10~ (ctrl = controle puro; NaCl = controle salina). ...........cccccoevvereunnne. 24
Figura 10— Micrografia mostrando individuos tratados com Brevibacillus laterosporus
incapazes de sair do pupario. (A) adulto de Lucilia cuprina com parte do corpo exteriorizado
do pupério. (B) individuo incapaz de ir além da abertura da pupa. .........cccceeverveienieennsiinnnn, 38
Figura 11— Asa deformada de Lucilia cuprina tratada com Brevibacillus laterosporus......... 39
Figura 12 — Micrografia de adulto de Lucilia cuprina tratado com estirpes de Brevibacillus
laterosporus com corpo deformado achatado dorso-ventralmente e ndo inflado.................... 40
Figura 13 — Micrografia evidenciando a regido da insercdo das antenas em individuos da
espécie Lucilia cuprina tratados com estirpes de Brevibacillus laterosporus. (A) tratado -
saco ptilineal nédo retraido cobrindo a lunula e o pedicelo, (B) néo tratado - regido em estado

normal, SP — saco ptilineal, L — lanula, P - pediCelo. ........c.cccooievveiiiiiie e 40

vii



Figura 14 — Corte histoldgico evidenciando o corpo gorduroso em uma se¢do do segmento
abdominal de larvas de terceiro instar de Lucilia cuprina. (A) controle, (B) tratado com
Brevibacillus laterosporus, CG — COrPO gOrAUIDSO. ......ccuveuveieierienieriesiesieseeee e 42
Figura 15 — Corte histoldgico evidenciando uma das camadas da cuticula em uma se¢do do
segmento abdominal de larvas de terceiro instar de Lucilia cuprina. (A) controle, (B) tratado

com Brevibacillus laterosporus, C - CULICUIA. ........cccoeieiieiiiie e 43

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Peso (mg) de larvas maduras (L3) de Lucilia cuprina dos grupos controle e
tratado com cepas de Brevibacillus laterosporus nas diferentes dilui¢des, em laboratorio. .... 20
Tabela 2 — Mortalidade larval dos grupos teste em relacdo a UFC/mL da suspensao inicial ..25
Tabela 3 - Duracdo (dias) e mortalidade (%) larval, pupal e de neolarva a adulto de Lucilia
cuprina do grupo tratado com cepas de Brevibacillus laterosporus sem diluicdo em
= ao] 1 T J SRS 27
Tabela 4 - Duracdo (dias) e mortalidade (%) larval, pupal e de neolarva a adulto de Lucilia
cuprina do grupo tratado com cepas de Brevibacillus laterosporus com diluicdo de 107*, em
oo o] -1 ] o J SRS T PSPPSR 30
Tabela 5 - Duracdo (dias) e mortalidae (%) larval, pupal e de neolarva a adulto de Lucilia
cuprina do grupo tratado com cepas de Brevibacillus laterosporus com diluicdo de 107°,em
oo 10 T J PP 34
Tabela 6- Razdo sexual dos individuos de Lucilia cuprina testados com diluicBes de
Brevibacillus laterosporus e sua comparacao aos grupos controle, em laboratorio. ............... 37
Tabela 7 - Deformidades apresentadas por Lucilia cuprina nos grupos teste e controle de

acordo com a diluicdo oferecida contendo estirpes de Brevibacillus laterosporus.................. 41



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

PROSPECCAO DE BIOATIVIDADE DE Brevibacillus laterosporus Laubach, 1916
SOBRE O DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO DE Lucilia cuprina
(Wiedemann, 1830) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE), EM LABORATORIO

RESUMO

Pertencendo a uma das familias de insetos mais comuns do mundo, Lucilia cuprina possui
grande importancia médica-veterinaria por ser causadora de miiases em animais com
importancia econdmica e no Homem. Devido a essa importancia, tentativas de controle desta
espécie tém sido realizadas, porém o uso de inseticidas quimicos além de ocasionarem o
desenvolvimento de resisténcia pelos insetos € prejudicial ao ambiente. Neste trabalho,
buscou-se encontrar uma estirpe de Brevibacillus laterosporus que pudesse ser utilizada como
agente de controle bioldgico de L. cuprina. Para tal, foram realizados testes com 12 estirpes
de B. laterosporus através de suspensdes misturadas a dieta oferecida para as larvas E
neolarvas. Como resultado, foram obtidas taxas de mortalidade larval que variaram de 30 a
70%, sendo inversamente proporcional a concentragdao bacteriana. Foram observados efeitos
subletais, como a ocorréncia de deformidades tanto interior quanto exteriormente -
evidenciadas atraves das micrografias realizadas - desvios na razdo sexual e alteracdo na
viabilidade da emergéncia dos adultos dos grupos teste. A estirpe NRS 1648 mostrou ser a
mais promissora devido a alta mortalidade larval e por ter demonstrado, assim como a estirpe
NRS 661, eficacia em todas as dilui¢bes oferecidas. Os resultados obtidos neste trabalho
contrapGem os resultados de Oliveira et al. (2004) que obtiveram, segundo seus critérios, a
menor toxicidade em Diptera Nematocera, Lepidoptera, Coleoptera e sobre o molusco
Biomphalaria glabrata (Say, 1818), justamente com essas estirpes. Sendo assim, nossos
dados sugerem que esta bactéria é promissora para 0 uso como agente de controle de L.

cuprina.
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EXPLORATION OF BIOACTIVITY OF Brevibacillus laterosporus Laubach, 1916 ON
THE DEVELOPMENT OF POST-EMBRYONIC Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830)
(Diptera: Calliphoridae), IN LABORATORY

ABSTRACT

Belonging to one of the most common families of insects in the world, Lucilia cuprina has
great importance for being a veterinary causing of myiasis in animals of economic importance
and humans. Due to its importance, attempts to control this species have been carried out.
However the use of chemical insecticides besides the development of resistance by insects, is
harmful  to the environment. The present work, sought to find a strain of Brevibacillus
laterosporus that could be used as biological control agent of L. cuprina, given the lack of
side effects to the environment and to humans. For such tests twelve solutions containing
strains of this bacterium were mixed to the diet offered to newly hatched larvae. As a result,
we obtained rates of larval mortality 30-70% being inversely proportional to the concentration
of bacteria in dilution afforded by having the highest mortality occurred with the lower
density of bacteria. Besides sublethal effects such as the occurrence of deformities both inside
and outside - as evidenced by the micrographs taken - deviations in sex ratio and changes in
the viability of adult emergence of the test groups. The strain NRS 1648 proved to be the most
promising as it caused the highest larval mortality. Moreover, it demonstrated, as well as the
strain NRS 661, effectiveness in all dilutions afforded. The results of this study contradict the
findings of Oliveira et al. (2004) that according to their criteria, NRS 1648 and NRS661 had
the lowest toxicity to Nematocera Diptera, Lepidoptera, Coleoptera and the mollusk
Biomphalaria glabrata (Say, 1818). Our results suggests that this bacterium is promising in

the control of L. cuprina.
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1. INTRODUCAO

A miiase (do grego myia=mosca) é conhecida desde a remota antiguidade e é relatada
diversas vezes nas rapsodias de Homero (Perez et al. 1997), como descrita a seguir em uma
passagem da Iliada: “tenho receio de que entrementes as moscas penetrem nas chagas abertas
pelo cruel bronze no corpo do filho do claro Menécio e criem larvas” (Homero, 2011).

Diversas familias de Diptera aproveitam-se dos recursos disponibilizados por seus
hospedeiros vertebrados, sejam para reproducdo e nutri¢do através de suas excretas, ou para
reproduzirem-se em seus cadaveres, tendo apenas algumas poucas passado para a vida
parasitaria, 0s quais sdo dipteros produtores de miiases (Perez et al. 1997).

A primeira definicdo de miiase é a descrita por Hope (1840) que diz ser o processo
patoldgico referido a infestacdo de qualquer 6rgdo do hospedeiro vertebrado por larvas de
Diptera. Porém, a definicdo aceita universalmente é a de Zumpt (1965) que define como
sendo a infestacdo de animais vertebrados e 0 homem com larvas de dipteros, os quais por
pelo menos durante um periodo de tempo se alimentam de tecidos vivos ou mortos do
hospedeiro, liquidos ou alimentos ingeridos (Perez et al. 1997).

O tipo de infestacdo causada por essas larvas é classificado pelas caracteristicas da
prépria larva e pela lesdo que esta ira produzir. As larvas biontéfagas parasitam tecidos vivos,
e necrobiontofagas as que parasitam tecidos necrosados em individuos vivos. Como exemplo,
as lesdes causadas por Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) (espécie de habito
biontdfago) sdo do tipo furuncoloides individualizadas, com secregé@o serosa ou purulenta, ja
individuos que apresentam tecido necrosado em suas lesées podem ser acometidos por larvas
de Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) (espécie necrobiontéfaga), geralmente tida
como invasora secundaria, apos o abandono de larvas de Cochliomyia hominivorax
(Coquerel, 1858) (espécie biontdfaga) (Batista-da-Silva et al. 2009).

Em termos anatdmicos, baseado na posicdo do corpo que irdo ocorrer, as miiases
podem ser classificadas em cutanea, subcutanea ou cavitaria (quando afeta nariz, seios da
face, ouvido, boca, anus, vagina). Sdo denominadas obrigatorias quando ocasionadas por

dipteros que naturalmente se desenvolvem sobre ou dentro de vertebrados, facultativas



quando o tecido utilizado pelos dipteros estiver em decomposicdo em um individuo vivo, e
pseudomiiase quando as larvas forem ingeridas com alimentos, sendo esta Ultima mais
comum em outros animais que ndo o homem. Em geral ocorrem com mais frequéncia no
meio rural entre animais de criacdo como bovinos, suinos, ovinos etc. (Ribeiro et al. 2001).

Os dipteros muscoides da familia Calliphoridae, popularmente conhecidos por moscas
varejeiras podem ser considerados como pertencentes a uma das familias de insetos mais
comuns do mundo. Excetuando as espécies da subfamilia Mesembrellinae, séo moscas de
coloracdo escura com reflexos metélicos azulados, esverdeados, violaceos ou cupricos
(Carvalho e Ribeiro 2000; Junqueira 2002). A ocorréncia de suas espécies foi registrada em
todas as regides biogeograficas, sendo 80% restrita a0 Velho Mundo, tendo a regido
Afrotropical a fauna mais rica de dipteros califorideos (Junqueira 2002).

Na regido neotropical, alguns géneros dessa familia como Cochliomyia,
Compsomyiops, Lucilia, Calliphora e Chrysomya sdo conhecidos causadores de miiases, e ao
lado dos dipteros oestroides € uma das mais importantes familias produtoras dessa
enfermidade (Moretti e Thyssen 2006).

O género Lucilia é cosmopolita e possui 27 espécies com grande diversidade. Assim
como os demais califorideos, possui como caracteristicas habito sinantropico, muitas espécies
sdo saprofagas criando-se também em carcagas e organismos em decomposicdo, e alguns,
especialmente machos, alimentam-se de néctar. Algumas de suas espécies naturais do Novo
Mundo como Lucilia eximia (Wiedemman, 1819), sofreram um declinio populacional como
resultado da invasdo de outros califorideos durante a década de 1970 (Moretti e Thyssen
2006; Giédo e Godoy 2006).

A importancia dos dipteros muscoides e sua afinidade com o homem e 0s animais
domeésticos sdo conhecidas desde a antiguidade, sendo de acordo com Greenberg (1973),
Furlanetto et al. (1984), Schuller (2000) e Oliveira et al. (2002), capazes de carrear varios
patdgenos. Esses, assim como as moscas, encontram condigdes favoraveis para seu
desenvolvimento em regides de clima quente. Na regido Neotropical é crescente o interesse
pelo estudo dos dipteros causadores de miiases, devido a importancia médica-sanitaria dos
ataques de larvas desses muscoides aos animais e ao homem.

O uso exclusivamente de praguicidas, torna dificil o controle de dipteros devido ao

desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas, além do provéavel impacto ao ambiente por



contaminar agua, solo e ser tdxico a vertebrados, tornando-se viavel o manejo integrado
atraves da selecéo e introducéo de métodos de controle (Prado 2003).

O uso de patdgenos e/ou seus metabdlitos para o controle dos insetos, demonstra ser
propicio, pois além de apresentar poucos problemas com resisténcia, possui especificidade; e
ndo é poluente e nem toxico para animais, incluindo humanos. As toxinas das diferentes
espécies de Bacillus podem variar consideravelmente em sua toxicidade, sendo sintetizadas
durante a esporulacdo e quando ingeridas por insetos suscetiveis podem causar sérias lesdes
ou morte (Oliveira et al. 2006).

Algumas bactérias entomopatogénicas possuem grande potencial no controle
biolégico por poderem ser utilizadas como biopesticidas formulados. Foram casualmente
descobertas no final do século XX durante investigacGes de doencas em criagdes de abelhas
da espécie Apis mellifera Linnaeus, 1758 e bicho-da-seda (Bombyx mori Linnaeus, 1758).
Estudos tém sido feitos nos ultimos anos para determinar os niveis de toxicidade dessas
bactérias de forma que sejam aplicaveis ao controle de insetos praga (Costa et al. 2010, Alves
etal. 2011, Melo et al. 2012).

A determinacdo da atividade bioldgica de estirpes de Bacillus thuringiensis Berliner,
1915 e Brevibacillus laterosporus Laubach, 1916 contra algumas espécies de moscas tem
sido investigada por diferentes autores. Cavados et al. 1998 mostraram que estirpes de
Bacillus thuringiensis variedade israelensis sdo toxicas para larvas de Chrysomya
megacephala (Fabricius, 1794) somente em altas doses, enquanto outras se mostraram
insignificantes. Por outro lado Ruiu et al. (2007) demonstraram que estirpes de B.

laterosporus apresentam acao letal e subletal sobre Musca domestica Linnaeus, 1758.

1.1. Dipteros causadores de miiases

A ordem Diptera é dividida em duas subordens: Brachycera (moscas, como a
varejeira, moscas domésticas etc-) e Nematocera (mosquitos, flebotomineos etc-) (Gullan e
Cranston, 2007). Pertencem a esta Ordem insetos neoOpteros e holometabolos, e se
diferenciam principalmente por apresentar apenas um par de asas membranosas, as
mesotoracicas, enquanto o par metatoracico € modificado em um ¢érgdo de equilibrio
(balancins). O aparelho bucal pode ser picador ou lambedor (Oliveira-Costa et al. 2007). As

larvas, apodes, possuem aparelho bucal do tipo mastigador e muitas sdo predadoras ou se



alimentam de matéria organica vegetal em decomposicdo e de carcacas animais (Grimaldi e
Engel, 2005). E a ordem de insetos que apresenta maior importancia médica e veterinaria,
diretamente responsavel pela transmissdo da malaria, dengue, febre amarela, filarioses,
leishmanioses, entre outras, e causadora de miiases. Moscas saprofagas e copréfagas séo
vetores mecanicos de varias doencas, além disso, podem infestar tecidos de animais ou do
homem provocando miiases. Ainda ha espécies que sdo pragas de plantas cultivadas e outras
sdo benéficas apresentando papel polinizador (Oliveira-Costa et al. 2007).

Dentre as familias consideradas como as mais importantes causadoras de miiases
encontram-se Calliphoridae e Oestridae, apesar de serem poucos 0s membros que causam
miiase obrigatdria. As espécies da regido Neotropical mais citadas como agentes de miiases
sdo pertencentes a familia Calliphoridae e aos géneros Cochliomyia, Compsomyiops, Lucilia,
Calliphora e Chrysomya. Entretanto, ao considerar somente as espécies biontofagas
causadoras de miiases em humanos as espécies limitam-se a Dermatobia hominis (familia
Oestridae), Cochliomyia hominivorax, (Macquart, 1842) (familia Calliphoridae) (Moretti e
Thyssen 2006; Batista-da-Silva et al. 2009; Sukontason et al. 2005).

1.2. Métodos de controle de insetos vetores

Possuindo aproximadamente seis milhdes de espécies conhecidas, 0s insetos
constituem o grupo mais numeroso dentre os seres vivos da atualidade. Apesar de em sua
maioria serem Uteis para a manutencao do equilibrio bioldgico, muitas vezes podem se tornar
0s principais responsaveis por prejuizos na manutencdo deste equilibrio e economicamente
negativos para 0 Homem (Melo e Azevedo 1998).

Partindo deste principio, diversas medidas podem ser utilizadas para o controle desses
insetos, sendo colocadas, dentro do possivel, da maneira mais racional visando minimizar 0s

possiveis impactos que poderiam ser gerados pelos agentes de controle (Silva et al. 2001).

1.2.1. Controle mecéanico

O controle mecénico é realizado através de medidas simples e eficazes, possui custo
elevado, mas com resultado permanente. E caracterizado por consistir de medidas fisicas que
removam ou reduzam a densidade populacional do inseto alvo, ou mesmo impedindo que este

tenha meios para alcancar seus hospedeiros, podendo ser feito através de drenagem de



criadouros, coleta de lixo e correta destinacdo, colocacdo de telas, ensacamento de frutos e

retirada de plantas que possam servir como atrativos (Silva et al. 2001; Moura et al. 2011).

1.2.2. Controle quimico

A partir da década de 1940, o controle de insetos tem sido feito através do uso de
inseticidas quimicos, os quais sao indiscutivelmente eficazes em muitos casos. Porém, o uso
indiscriminado desses agentes de controle pode acarretar no surgimento de resisténcia
genética por parte dos insetos alvo, assim como a destruigdo de insetos polinizadores e 0s
controladores naturais de pragas (Melo e Azevedo 1998).

Além disso, para que mantenha sua funcionalidade, os inseticidas quimicos
necessitam ter sua toxicidade aumentada tornando-se ainda mais perigosos para 0S
envolvidos em sua aplicagdo. Do mesmo modo, para conseguir uma melhor eficacia na
aplicacdo de inseticidas faz-se necessario conhecer a localizacdo do alvo bioldgico a ser
atingido (Melo e Azevedo 1998; Prado et al. 2010).

1.2.3. Controle bioldgico

Além dos riscos com 0 uso de inseticidas quimicos, outro incentivo para 0 uso de
agentes de controle bioldgico é o retorno econdmico que esses geram, cerca de cinco vezes
mais (Melo e Azevedo 1998).

Existem em todo o mundo exemplos de programas que obtiveram sucesso no emprego
do controle bioldgico, nestes o uso de agentes bioldgicos atua ndo somente em casos de
problemas com pragas agricolas, como também em problemas de satde publica. No Brasil,
métodos de controle a partir de nematoides vém sendo estudados para o controle de dipteros,
assim como a utilizagdo de parasitoides valendo-se das relacdes entre estes e 0s insetos alvo
(Melo e Azevedo 1998; Silva et al. 2010; Sa et al. 2012).

O controle biol6gico pode ser realizado através de inimigos naturais como outros
animais que predam o inseto alvo, ou com a introdugédo de microrganismos (Silva et al.
2001).

Apesar dos microrganismos sO terem sido descritos ha quatro séculos, o controle

microbiano vem sendo empregado desde a Antiguidade. Entretanto, o controle bioldgico



realizado com micro-organismos teve uma queda durante a década de 1940 com o surgimento
dos compostos quimicos no mercado, vindo a surgir novamente no final da década de 1950
tendo em vista os problemas gerados pelo uso de agroquimicos (Melo e Azevedo 1998).

O controle utilizando virus é feito através da ingestdo pelos insetos dos corpos de
inclusdo dos virus. Sendo usados ha mais de 50 anos, 0s principais virus empregados no
controle bioldgico de insetos sdo pertencentes a familia Baculoviridae. Porém, o uso de virus
deve ser cauteloso, pois apesar de serem considerados seguros para 0 Homem e o ambiente,
por tratar-se de agentes bioldgicos, alguns virus podem afetar a populagdo de predadores dos
insetos alvo atraves da transmissdo horizontal desses patdgenos, apesar de em sua maioria 0s
predadores nao sofrerem efeitos dos patdgenos ingeridos (Melo e Azevedo 1998; Lamas et al.
2000).

Os fungos séo responsaveis por aproximadamente 80% das doencas que ocorrem nos
insetos, sendo encontrados com frequéncia atacando os mesmos. Atualmente sdo conhecidas
mais de 700 espécies de fungos que atacam insetos, porém espera-se que este nimero seja
maior levando-se em consideracdo que os fungos estdo entre um dos mais numerosos grupos
existentes de seres vivos (Melo e Azevedo 1998).

Neste caso o processo de infeccdo da-se pelo contato do inseto alvo com 0s esporos
que aderem a cuticula e a partir de entdo germinam até que alcancem a hemolinfa. A
utilizacdo de fungos como agentes de controle pode ser empregada como um manejo
integrado ao uso de inseticidas quimicos, pois sua conservacao € uma estratégia simples
quando ligada a inseticidas seletivos (Melo e Azevedo 1998; Pires et al. 2010).

O controle bioldgico tem a possibilidade de ser usado isoladamente ou como parte de
manejo integrado, pois além de apresentar especificidade ndo é poluente nem téxico para
humanos. As toxinas do género Bacillus sdo principalmente sintetizadas durante a
esporulacdo e variam em sua toxicidade de acordo com a espécie alvo. Assim quando
ingeridas por insetos suscetiveis podem causar sérias lesdes ou ter do efeitos letais sobre o
inseto alvo (Oliveira 2003; Oliveira et al. 2006).

Entretanto, o uso exclusivo e/ou intensivo de patdgenos e seus produtos metabdlicos
para o controle de insetos pode resultar em resisténcia. Exemplos sdo vistos em algumas
espécies de mosquitos, porém, ao mesmo tempo em que um inseto alvo torna-se resistente a
um patdgeno; este tém sua suscetibilidade aumentada a outro, como observado por Yuan et

al. (2000) em Lysinibacillus sphaericus Meyer e Neide, anteriormente Bacillus sphaericus



Neide, 1904 e Bacillus thuringiensis variedade israelensis em campo e laboratério (Rao et al.
1995).

Entretanto, considerando 0s organismos entomopatogénicos, 0 primeiro
microrganismo isolado que ataca um inseto praga ndo é necessariamente o melhor para ser
utilizado, deve-se realizar uma busca dentre muitos outros, pois certamente serd encontrado
um mais apropriado, aproveitando a variabilidade natural pré-existente (Melo e Azevedo
1998).

Métodos alternativos de controle biolégico tém sido estudados, € no que concerne a
pesquisa basica, Cavados et al. (1998) e Carramaschi et al. (2009) observaram atividade de
Bacillus thuringiensis sobre C. megacephala e Brevibacillus laterosporus sobre Chrysomya
putoria (Wiedemann, 1818), respectivamente. Floris et al. (2010) solicitaram patente sobre B.
laterosporus demonstrando a possibilidade de utilizacdo e a necessidade de aprofundamento
de estudos a respeito desta bactéria em métodos de controle.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a bioatividade da bactéria
Brevibacillus laterosporus sobre Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830), verificando a atividade
de diferentes estirpes sobre a mortalidade dos individuos tratados, sobre o desenvolvimento
dos dipteros (periodo larval, pupal e de larva a adulto), e verificar as alteracdes relacionadas a
ultraestrutura dos insetos tratados através da microscopia eletronica de varredura (MEV) e

microscopia éptica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Familia Calliphoridae

Geralmente, os dipteros pertencentes a essa familia possuem o tamanho do corpo
variando de médio a grande, apresentando comumente sua coloracdo em tons metalicos
dentre azul, violeta, verde ou cuprica, tem arista plumosa, 0s pelos sdo geralmente longos até
0 apice. O pos-escutelo desses dipteros € inexistente ou é pouco desenvolvido. Mero e o
anapimero com cerdas bem desenvolvidas, catepisterno com trés cerdas, notopleura com duas
cerdas e raramente como uma acessoria; a cerda pds-umeral mais posterior situa-se de modo
mais lateral que a pré-sutural; mesonoto com ou sem faixas pretas longitudinais; nervura
M1+2 fortemente curvada para diante distalmente, estreitando desse modo a célula apical
(R4+5); esquamas ou calipteros torécicos bem desenvolvidos; segmentos abdominais sem
cerdas distais, ou estas pouco desenvolvidas; cerdas marginais de desenvolvimento variavel
(Serra-Freire e Mello 2006).

Os membros desse grupo sdo 0s insetos mais antigos e mais abundantes de que se tem
conhecimento atualmente, tendo referéncias sobre seus individuos em papiros do Antigo
Egito de 1550 a.C.. Contém mais de 1000 espécies em 150 géneros distribuidos pelo mundo
(Rognes 1991).

2.2. Género Lucilia

O Género Lucilia pertence & familia Calliphoridae, possui colora¢do azul ou verde
metalica, podendo ter reflexos clpricos e amarelados. Possui tamanho médio, cerca de 8 a 10
mm de comprimento. Cabeca castanho-escuro com a parafacialia coberta por uma
pilinosidade prateada ou amarelo-ouro. Olhos vermelho-pardacentos. Aristas longas e
densamente pilosas. Térax sem faixas longitudinais no mesonoto. Asas com 0 remigio sem
pelos, dorsal e ventralmente (Serra-Freire e Mello 2006).

Este género € relativamente pequeno, possuindo em torno de 27 espécies e contém

uma série de caracteristicas que tornam este grupo interessante no que diz respeito ao estudo



de ectoparasitismo. Suas espécies sdo muito semelhantes entre si e suas larvas da maioria das
espécies sdo saprofagas. Entretanto, duas espécies atuam como principais ectoparasitas
Lucilia sericata (Meigen, 1826) e Lucilia cuprina e mais ocasionalmente Lucilia caesar
(Linnaeus, 1758) e Lucilia illustris Meigen, 1826 podem ser encontradas em miiases. Todas
elas sdo mais comumente encontradas atuando em miiase cutanea de ovelhas, embora possam
infestar outros animais e até mesmo o homem. Predominantemente distribuidas pela regido
Paleartica e Oriental, algumas espécies tem distribuicdo cosmopolita como é o caso de L.
cuprina e L. sericata através do movimento de ovinos domésticos (Stevens e Wall 1997).

Os ovos depositados pelas fémeas de todas as espécies sdo sempre brancos e
depositados proximos ou sobre cadaveres de animais. As larvas eclodem no periodo de 6 a 12
horas, dependendo das condi¢des do ambiente. A larva de terceiro instar apresenta a placa
peritremal completa e as aberturas estigmaticas convergindo para o botdo espiracular (Serra-
Freire e Mello 2006).

2.3. Lucilia cuprina

De distribuicdo cosmopolita, L. cuprina é uma das espécies de maior importancia
medica-veterinaria, pois tanto na Africa quanto na Australia responde pela maioria dos
relatos de casos de miiase em ovinos. Além disso, é responsavel pela transmissdo de
microrganismos patogénicos e mantém um alto grau de sinantropia, podendo ser encontrada
comumente em carcacas e lixdes (Gomes e VVon Zuben 2004; Paes et al. 2005).

Recentemente foi reconhecida como tendo importancia forense, apds ter sido
encontrada em associacdo a cadaveres humanos no nordeste da Tailandia. E uma espécie
dominante durante a fase de decomposicéo ativa, sendo responsavel por parte da remocéo de
carcacas (Sukontason et al. 2007; Paes et al. 2005).

Além de sua importancia forense como dito anteriormente, também é responsavel por
causar miiases em ovinos e no homem. No Brasil seu eussinatropismo a torna possivel
transmissora de enteropatdgenos humanos pelo fato de estarem presentes em lixo urbano,
substratos de carne em decomposicéo, frutos caidos, néctar de flores e fezes humanas (Gomes
e VVon Zuben 2004).

Hall e Wall (1995) relataram L. cuprina como causadora de miiase cutanea primaria

em animais selvagens, domésticos e até mesmo em humanos.



Ausente na maior parte da Europa e de provavel origem oriental ou afrotropical,
presumivelmente foi introduzida na Australia em meados do século XIX. Atualmente é a
espécie dominante dentre as causadoras de miiases em ovelhas estando presente em até 99%
dos casos. No norte da Nova Zelandia esta se tornando a principal causa de miiase também
em ovinos, assim como no Sul da Africa onde até o inicio do século XX tinha poucos relatos
registrados. Apesar disso, nos EUA aparentemente ndo possui a mesma importancia. Seu
primeiro relato na Euréasia em 2010 ocorreu em uma coruja da espécie Bubo bubo (Linnaeus,
1758) (Stevens e Wall 1997; Pirali-Kheirabadi et al. 2010).

Seu primeiro caso relatado na América do Sul ocorreu em 2012 na Costa Rica e no
Brasil sabe-se que seu desenvolvimento é possivel em ovinos lanados (Quesada-Lobo et al.
2012; Paes et al. 2001).

Recentemente foram relatados casos de miiase secundaria humana provocados por L.
cuprina no Rio de Janeiro, onde trés pacientes que se encaminharam ao hospital para tratar de
ferimentos tiveram larvas coletadas em areas lesionadas (Figueiredo et al. 2012). Fernandes
et al. (2009) relataram casos de miiase secundaria humana em Goias, também ocasionados

por L. cuprina.

2.4. Brevibacillus laterosporus

Brevibacillus laterosporus classificado anteriormente como Bacillus laterosporus é
uma bactéria aerobica esporulante que se caracteriza pela capacidade de produzir uma
inclusdo lamelar paraesporal em forma de canoa adjacente ao esporo. Algumas cepas
produzem inclusdes cristalinas de véarias formas e tamanhos, que liberam esporos
separadamente durante a lise do esporangio (Oliveira et al. 2004).

Primeiramente isolada da agua no inicio do seculo XX (Laubach, 1916), desde entéo
esta espécie foi encontrada em outros ambientes, como em isolados a partir de abelhas mortas
sugerindo que esta bactéria poderia ser um patdgeno de insetos (McCray, 1917), e também

em uma amostra de solo na Islandia onde foi pesquisada devido a sua habilidade de inibir a
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atividade bacteriana no solo, por possuir a capacidade de manter o pH do solo alcalino, em
equivaléncia ao uso de cal (O’Donnell, 1997).

Brevibacillus laterosporus demonstra toxicidade a mais de um tipo de inseto, o que
torna sua utilizacdo viavel, visto que alguns insetos como Culex quinquefasciatus Say, 1823
vém desenvolvendo resisténcia a bioinseticidas (Zahner et al. 1999, Rao 1995).

Vaérios estudos apontam sobre a potencialidade de B. laterosporus. Orlova et al.
(1998), demonstraram que esporos e cristais livres de B. laterosporus tiveram eficacia similar
aos cristais de B. thuringiensis variedade israelensis contra Aedes aegypti (Linnaeus,1762) e
Anopheles stephensi Liston, 1901. Algumas estirpes tiveram atividade contra Simulium
vittatum Zetterstedt, 1838, e esporos inibiram a eclosdo e/ou desenvolvimento larval do
nematodo Trichostrongylus colubriformis (Giles, 1892), tendo sua toxicidade observada
também contra Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792), o nematodo Heterodera glycines
Ichinohe, 1952 e ao molusco Dreissena polymorpha (Pallas, 1771) (Ruiu et al. 2007; Favret
e Yousten 1985; Orlova 1998; Oliveira et al. 2004). Em 2007, Ruiu et al mostraram a
toxicidade de B. laterosporus sobre M. domestica e Duarte et al. (2009) demonstraram a
possibilidade do uso desta espécie no controle integrado de M. domestica.

Carramaschi et al. (2009) em estudo preliminar verificaram a acdo de B. laterosporus
sobre Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818), onde algumas estirpes liofilizadas foram
capazes de matar cerca de 14% dos individuos testados, além de causar alteracGes
morfoldgicas.

Diferentemente das estirpes de Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus que
agem sobre o inseto alvo através da liberacdo de proteinas no intestino dos insetos, as quais
irdo ligar-se aos receptores das membranas intestinais, lisando-as e provocando a morte por
septicemia, ndo se tem conhecimento sobre 0 modo de agéo das estirpes de B. laterosporus
sobre os insetos. E provavel que sua especificidade quanto ao inseto alvo esteja relacionada
aos receptores de membrana que podem modificar-se de acordo com a espécie alvo (Charles
et al. 1996, Bravo 2007).
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3. METODOLOGIA

3.1. Estabelecimento da colbnia de Lucilia cuprina

Para a captura dos adultos primeiramente foram buscados locais onde poderia haver
dipteros de importadncia médico-sanitario. Apo6s a identificacdo desses locais, um foi
escolhido para a realizacdo da captura dos individuos, uma cacamba de lixo (Figura 1A e 1B)
localizada na comunidade do Amorim, proximo a uma das entradas da FIOCRUZ (latitude: -
22.875707, longitude: -43.250606) (Figura 1C).

Os adultos foram capturados com o auxilio de uma rede entomoldgica (pucd),

acondicionados em tubos Falcon para o transporte até o laboratério.

Figura 1 — Local da captura de adultos de Lucilia cuprina para formacdo de colonia em
laboratorio. (A) e (B) cacamba utilizada para deposicdo de lixo. (C) localizagdo da cacamba
na comunidade do Amorim — RJ.
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A criacdo e a manutencdo dos insetos tanto da coldnia estoque quanto do bioensaio
seguiu o descrito por Queiroz et al (1997).

Os adultos coletados foram levados para o laboratorio, triados, transferidos para
gaiolas de madeira, e acondicionados em estante ventilada com temperatura regulada em
27 °C, umidade controlada em 60 +10% e 12h de fotofase. No interior da gaiola foram
colocados acucar granulado e agua para manutencdo dos adultos. Como substrato de
oviposigéo foi oferecido carne bovina putrefata.

Apo6s a oviposicdo, as massas de ovos foram transferidas com auxilio de pincéis
finos para recipientes (50mL) que continham 50 mg de dieta que consistia de carne bovina
putrefata. Este recipiente foi colocado dentro de outro recipiente plastico com capacidade
para 500 mL, contendo vermiculita que serviu como substrato para pupacdo. Apos o
abandono da dieta as larvas maduras (L3) foram colocadas em tubos de ensaio contendo
vermiculita até ¥ do seu volume e tampados com tecido de nailon tipo escaline. Apos a
emergéncia, os adultos foram sexados e transferidos para as gaiolas da colbnia estoque
(Figura 2).

Figura 2 — Gaiola para criagdo de adultos de Lucilia cuprina contendo 4gua e agucar para
manutencdo dos insetos (coldnia estoque).

3.2. Preparo das suspensodes

Foram utilizadas 12 estirpes de Brevibacillus laterosporus anteriormente descritas
(Zahner et al. 1999; Oliveira 2003).
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A escolha das estirpes foi feita com base no trabalho de Oliveira (2003). Foram
testadas as estirpes NRS 590, NRS 661, NRS 1645, NRS 1646, NRS 1648, NRS 1111,
ATCC 64, Shi 4, Shi 5, Shi 2, BL 16-92, ATCC 6457, por serem aquelas que demonstraram
maior toxicidade para os diferentes animais testados naquele trabalho.

As estirpes bacterianas cresceram até a fase de esporo livre em agar-nutriente, e
tiveram a fase confirmada através de observacdo ao microscopio Optico. Foram feitas
dilui¢cbes em suspensdo salina a partir de raspados do estagio de esporo livre. Trés diferentes
diluicdes (suspensdes) foram oferecidas aos animais (sem diluicdo, 10~* e 107°). Cada grupo
teste recebeu 3mL de suspensdo por repeticao.

Os testes foram realizados com as 12 estirpes de B. laterosporus em neolarvas de

Lucilia cuprina.

3.3. Obtencao das neolarvas

Com a colbnia de L. cuprina ja estabelecida, ou seja, constituida de individuos
provenientes da primeira geracdo criada em laboratério, novamente foi oferecida uma placa
de Petri contendo carne bovina putrefata como estimulo para maturacdo dos ovarios e
substrato para oviposicao. Apos a oviposicdo, essas placas foram retiradas e reservadas até
a eclosdo das larvas. Apds a eclosédo as neolarvas foram separadas em grupos (N=50), sendo
transferidas para potes contendo 50mg da mesma dieta (j& misturadas com 3 mL da
suspensdo contendo a estirpe de Brevibacillus que seria testada), sendo posteriormente
alocada em recipientes maiores com capacidade para 500 mL contendo vermiculita e cobertos
com tecido de nailon (escaline) e presos por elasticos (Figura 3). Esses recipientes foram
transferidos para camaras climatizadas reguladas a 27 °C, umidade controlada em 60 £10% e
12h de fotofase. Todos 0s recipientes estavam etiquetados contendo o nimero da repeticao,

data, nome da espécie e do responsavel.
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Figura 3— Recipientes utilizados para criacdo dos imaturos de Lucilia cuprina.

3.4. Bioensaio

Realizaram-se trés repeticbes com 50 neolarvas para cada diluicdo para assegurar a
precisdo dos resultados. Em cada pote de 50mL foi colocada a quantidade de 1g de dieta por
neolarva, como sugerido na literatura por Queiroz et al. (1997). A criacdo esteve monitorada
diariamente, para observacOes e anotagcdes dos dados sobre a biologia e o desenvolvimento
dos imaturos como tempo de duragdo dos instares larvares, intervalo de neolarva-adulto. As
larvas maduras (L3) foram pesadas apds o abandono da dieta (01 espécime por vez) e
colocadas individualmente em tubos de ensaio contendo vermiculita até % do seu volume e
tampados com escaline (Figura 4). Os tubos de ensaio foram separados de acordo com a
repeticdo e transferidos para camaras climatizadas reguladas a 27 °C, umidade controlada em
60 £10% e 12h de fotofase.
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Figura 4 — Tubo de ensaio contendo vermiculita para pupacdo da larva de Lucilia cuprina.

Os individuos foram acompanhados até a emergéncia para a observacdo dos
seguintes parametros: peso das larvas maduras, duracdo do periodo larval, pupal e da fase de
neolarva a adulto, a razdo sexual, possiveis alteracGes teratogénicas e outras caracteristicas
que por ventura pudessem ocorrer.

Do mesmo modo procedeu-se com 0s grupos controle, em um ndo foi feita mistura
de quaisquer substancias no substrato para que as larvas fossem criadas da maneira mais
natural possivel, num segundo controle houve a mistura somente de solucédo salina, visto que
esta foi utilizada para o preparo das suspensdes que foram oferecidas aos individuos. Dessa
forma foi possivel equiparar os resultados dos grupos teste com os controles garantindo a
coesdo de todo o experimento.

Todas as fases foram observadas e controladas diariamente. Todos 0s experimentos
foram realizados em condicGes de laborat6rio, em camara climatizada regulada a temperatura
de 27°C+1°C, 60+£10% URA e 12 horas de fotofase.

De modo a garantir a reprodutibilidade do bioensaio, as estirpes que obtiveram
melhores resultados foram novamente testadas e seu desempenho ratificado.
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3.3. Microscopia

Apo6s o término dos bioensaios, e verificadas as alteracdes ocorridas nos individuos
testados, dois tipos de microscopia foram empregadas para a analise das deformidades
apresentadas.

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para possibilitar uma melhor
visualizagdo das alteracdes teratogénicas apresentadas pelos individuos que alcangaram o
estadgio adulto, assim como uma comparacdo com individuos normais do grupo controle e
verificacdo da real extensdo das deformidades observadas.

Através da microscopia Optica, foi possivel observar interiormente os individuos do
grupo teste, e compard-los com o grupo controle. O microscépio Optico utilizado foi o
modelo Zeiss Axioskop 50 do Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses / Setor de
Entomologia Médica e Forense, do Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ.

3.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura

O material destinado a essa técnica, teve seu preparo baseado na metodologia
utilizada para anélise morfolégica de Mendonca et al. 2011. Neste caso ndo precisou de
fixacdo, por isso seu preparo consistiu na colocacdo dos individuos que apresentaram
deformidades e um individuo do grupo controle (para fins de comparacéo), em stubs com fita
dupla face para fixacdo do material, na posicdo em que fosse possivel obter uma melhor
visualizagdo da parte desejada (Figura 5). Apés a fixacdo nos stubs e sua identificacdo e
catalogacdo, o material foi levado para que fosse feita a metalizagé@o e assim fosse possivel a

observagdo ao microscopio.

17



'R

Figura 5 - Insetos fixados nos stubs para visualizagdo em microscépio de varredura.

3.3.2 Microscopia Optica

Para a visualizacdo das larvas em microscopia oOptica, 0s cortes histologicos foram
feitos a partir de cortes semi-finos com espessura de aproximadamente 1,54um com 0s quais

foram preparadas laminas que foram observadas ao aumento de 400X.

3.4. Anédlise de dados

Os parametros analisados foram o peso das larvas maduras, a duracdo do periodo
larval, pupal e da fase de neolarva a adulto e sua razdo sexual (nF/nF+nM, onde nF
representa 0 numero de fémeas e nM o nimero de machos; (Rodrigues 2004)), assim como a
viabilidade dos estagios de desenvolvimento. Os resultados foram analisados através da
andlise de variancia (ANOVA 1; P <0,05)

Os testes estatisticos foram realizados com o programa de computador InStat (versao
3.05, 2000) e Microsoft Office Excel 2010.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo utilizaram-se larvas de Diptera Brachycera, da espécie L. cuprina,
e as estirpes que mostraram melhor eficacia foram NRS 661 e NRS 1648. Oliveira et al.
(2004) testaram 34 estirpes de Brevibacillus laterosporus em diferentes individuos das ordens
Coleoptera, Lepdoptera e Diptera. No estudo as estirpes Shi 5 e NRS 590 foram as que se
mostraram mais eficazes no controle desses individuos. Carramaschi et al. (2009) também
utilizaram  estirpes de B. laterosporus em testes realizados com dipteros, da espécie
Chrysomya putoria, e a estirpe utilizada foi NRS 1111, que apresentou bons resultados sobre
0 grupo teste.

Ao comparar 0 peso das larvas que abandonaram a dieta para dar inicio ao processo
de pupacéo, verificou-se que ndo houve alteracdes significativas dentre as larvas de quaisquer
dos grupos testados em relacdo as dos grupos controles, tendo inclusive alguns individuos
apresentado pesos superiores, demonstrando que a presenca da bactéria na dieta ndo afetou
nenhum dos parametros que pudesse acarretar em alteracdes relacionadas com o processo de
alimentacédo desses dipteros (Tabela 1).

No que concerne aos individuos dos grupos teste ndo foram verificadas alteracdes
discrepantes no peso, seja dentre as larvas testadas com a mesma estirpe nas diferentes
dilui¢bes, ou dentre os diferentes grupos avaliados. Todos os individuos mantiveram uma
média de peso aproximada estando inclusive na maioria dos casos com os valores incluidos

dentro das possiveis variagdes de pesos que ocorreram (Tabela 1).
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Tabela 1 - Peso (mg) de larvas maduras (L3) de Lucilia cuprina dos grupos controle e tratado com

cepas de Brevibacillus laterosporus nas diferentes dilui¢cdes, em laboratério.

Peso L3(mg)

Diluicao
Estirpes SD 107 1073
+ DP (dias) + DP (dias) + DP (dias)
NRS 1646 32,2+6,0ad 29,7+971abd 32,0%79acd
NRS 661 30,9+4,5ad 32,7+4,4abcd 31,5+4,1abcd
Shi 4 29,8+3,8ad 30,5+3,4abcd 32,4+4,5abd
Shi 2 318+43abd 310+46ad 28,4+6,3abcd
ATCC 6457 310+4,1ad 36,1+6,1abd 35,0=*4,9abcd
Shi 5 36,6+41abd 36,0+27acd 36,5+33ad
NRS 1111 26,4 +153abc 27,0+8,3abcd 31,7 %5,0abd
NRS 1645 29,1+71abd 29,8+7,1abd 32,2+6,5abd
NRS 1648 31,9+45abd 295+55abd 31,5+5,7abd
ATCC 64 378+22bd 36,2+35acd 37,7+3,0abd
NRS 590 34,1+42abcd 33,7+4,0abd 36,0+39ad
BL 16-92 334+42abcd 320+65ad 31,7+ 3,8acd
Ctrl P 31,3+55acd
Ctrl NaCl 33,7+4,3acd

SD = sem diluicdo; Ctrl P = controle puro; Ctrl NaCl = controle salina

Considerando as larvas testadas, tambeém ndo existiram impossibilidades relevantes

para o inicio do processo de pupacgdo, visto que o peso das larvas testadas ndo inviabilizou

que os individuos conseguissem atingir o estagio de pupa, mantendo os niveis dentro do

esperado comparando-0s com o0 grupo controle.
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Entretanto, ao observar os valores de mortalidade das pupas (Figura 6), ou seja,
aquelas que se tornaram inviaveis para terminar o processo de metamorfose e emergirem
adultos, e relacionar estes valores com o peso larval (Tabela 1), verifica-se que pesos mais
baixos, em especial os que ficaram no limiar de 27mg, tiveram influéncia no numero de
individuos que conseguiram atingir o estagio adulto, obtendo os maiores valores de
mortalidade. Em contrapartida, os individuos que tiveram menor peso ndo tiveram problemas
para completar seu ciclo, estando inclusive, aqueles com peso em torno de 36mg, com as
menores mortalidades.

E provével que estes valores de peso larval estejam relacionados com o tempo em que
os individuos permaneceram na dieta. Considerando apenas os individuos pertencentes ao
grupo no qual a suspensdo oferecida ndo possuia dilui¢do, verificou-se que aqueles que foram
mais vorazes durante a fase de larva, com excecdo dos individuos testados com a estirpe Shi
2, permanecendo menos tempo na dieta (em torno de 4-9 dias) e atingindo os maiores valores
de peso, obtiveram os menores valores para a mortalidade de pupas.

Similarmente a esses resultados, os individuos que se alimentaram com a dieta
contendo suspensdes diluidas a 10™*, também apresentaram melhores valores no peso larval
por serem mais vorazes e ficarem menos tempo na dieta, excetuando-se os testados com a
estirpe NRS 661 que apresentaram pesos maiores e permaneceram mais tempo na dieta (32,7
+ 4,4 mg; 4-13 dias).

Em contrapartida, os individuos testados com dieta contendo suspensdes diluidas a
107> obtiveram o0s pesos e consequentemente menor mortalidade de pupas quando
permaneceram mais tempo na dieta, compensando com o tempo a menor voracidade, dentro
deste grupo excetuaram-se aqueles pertencentes aos testados com a estirpe ATCC 6457 (4-6
dias; 35,0 £ 4,9 mg).

Mukandiwa et al. (2012a) ao realizarem testes com extratos de quatro espécies de
plantas para tratamento de L. cuprina, verificaram que o aumento na concentracdo dos
extratos estava correlacionado com a perda de peso pela diminuicdo da ingestdo da carne

oferecida como alimento para as larvas, assim como influenciou a viabilidade dos adultos.
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Figura 6 - Mortalidade de pupas de Lucilia cuprina de acordo com a suspensdo de

Brevibacillus laterosporus oferecida.

Outro fator que ndo sofreu alteracbes nos grupos analisados foi o tempo de
desenvolvimento total dos insetos, que mesmo nas pequenas alteracdes apresentadas pelos
grupos teste, estes se mantiveram nos limites possiveis dentro das variacdes das médias
exibidas pelos grupos controle.

Dentre o grupo testado com solugdes sem diluicdo, 0 menor periodo de duracdo do
tempo de desenvolvimento de neolarva a adulto foi de 11 dias em média, e o maior foi de 12

dias em média (Figura 7).
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Estirpes (sem diluicéo)

Figura 7 — Duracdo em média do periodo de neolarva a adulto (dias) de Lucilia cuprina
tratado com suspensdes ndo diluidas (ctrl = controle puro; NaCl = controle salina).

O grupo testado com diluicdo de 10™* foi o que esteve mais proximo dos valores
mostrados nos grupos teste, tendo o seu valor minimo de duracgdo total de desenvolvimento

com 11 dias em média e o maior valor de 13 dias em média (Figura 8).
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Figura 8 — Duracdo em média do periodo de neolarva a adulto (dias) de Lucilia cuprina
tratado com suspensdes diluidas a 10~* (ctrl = controle puro; NaCl = controle salina).
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O grupo testado com diluicdo de 10~° foi o que apresentou em alguns grupos valores
com maior diferenga dos grupos controle, tendo o seu valor minimo de duragdo total de
desenvolvimento com 11 dias em média e o maior valor de 14 dias em média (Figura 9).
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NRS NRS Shi4 Shi2 ATCC shi5 NRS NRS NRS ATCC NRS BL Ctrl NaCl
1646 661 6457 1111 1645 1648 64 590 16-92

Estirpes (diluigdo 107°)

Figura 9 — Duracdo em média do periodo de neolarva a adulto (dias) de Lucilia cuprina
tratado com suspensdes diluidas a 10~ (ctrl = controle puro; NaCl = controle salina).

Apesar de alguns fatores ndo demonstrarem alteragdes significativas, a viabilidade dos
individuos testados foi afetada pela aplicacdo das dilui¢des na dieta. Oliveira et al. (2006)
realizaram testes similares com individuos da espécie Chrysomya putoria, e encontraram
resultados promissores com a cepa LFB-Fiocruz 907 de Bacillus thuringiensis, onde ao
aplicar 326mg da bactéria na dieta obtiveram maior eficcia na mortalidade em adultos e
larvas, entretanto, outros fatores podem ter influenciado na viabilidade dos individuos, visto
que foram colocados 50 individuos para 25g de carne, o que pode ter afetado a alimentacéo,
pois em geral espécies da familia Calliphoridae tem sua criacdo feita com a propor¢do de um
grama de carne por larva, como no estudo feito por Queiroz et al. (1997) na criacdo de
Chrysomya albiceps (Wiedemann,1819) e por Deleito e Moya-Borja (2008) com outras
espécies desta familia.

Em todas as dilui¢cdes testadas, resultados satisfatorios foram obtidos por pelo menos
trés das estirpes utilizadas.

Considerando-se somente o periodo larval, pode-se verificar que na maioria dos casos
os valores referentes a mortalidade dos individuos testados foram inversamente proporcionais

ao quantitativo bacteriano presente nas solugdes, ou seja, os individuos testados com
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diluigBes a 10 e 10~° apresentaram valores maiores para a mortalidade do que os individuos

testados com as estirpes sem diluicdo (Tabela 2).

Tabela 2 — Mortalidade larval dos grupos teste em relacdo a UFC/mL da suspensdo inicial

Estirpe UFC/mL Mortalidade Larval (%)

SD 10 107
NRS 1646 2,08x10° 33,4 42,7 34
NRS 661 3,33x10° 50,7 46,7 52,7
Shi 4 4,75x10° 38 44 36
Shi 2 7,68x10° 42 42,7 56
ATCC 6457 3,13x10° 33,4 51,4 50
Shi 5 6,36x10° 29,4 32,7 33,4
NRS 1111 1,00x10° 44 36 35
NRS 1645 1,31x10° 32 38 32
NRS 1648 1,29x10’ 50,7 46 70
ATCC 64 1,3x10* 53,4 38,7 36,7
NRS 590 2,71x10° 48 42 34
BL 16-92 1,60x10° 32 36 29,4

SD = sem diluicdo

Tendo em vista os adultos emergidos dos grupos tratados, ndo houve em geral
diferencas significativas em relagdo a mortalidade, excetuando-se aqueles que foram testados
com as estirpes NRS 1111 (sem diluicdo) e Shi 5 com diluicdo a 10~*. Os demais mantiveram

seus valores dentro do esperado em comparagédo aos controles.

4.1. Grupo testado com suspensdes ndo diluidas

Observando a Tabela 3 referente ao grupo testado com estirpes nao diluidas, nota-se
resultados positivos referentes a mortalidade das larvas. Dentro deste grupo ha quatro estirpes
em destaque, pois estas alcancaram 50% de mortalidade ou estiveram bastante proximas a

este valor.
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A estirpe NRS 661 (3,33 x 10°) apesar de nio ter gerado alteracées na mortalidade de
pupas muito discrepante do observado nos controles, em se tratando das larvas e do periodo
de neolarva a adulto, gerou mortalidade de 50,7% e 60,7 dos individuos, respectivamente.
Este resultado foi idéntico ao encontrado com a estirpe NRS 1648 (1,29 x 107) que assim
como a NRS 661 ndo mostrou grandes diferencas na mortalidade dos individuos no estagio
de pupa. No trabalho realizado por Oliveira et al. (2004), a estirpe NRS 661 mostrou-se mais
eficaz sobre coledpteros, demonstrando que o espectro de acdo desta estirpe abrange mais de
uma ordem.

A estirpe NRS 590 (2,71x10°) matou 48% de individuos no estégio larval. Entretanto,
no estagio de pupa a mortalidade dos individuos esteve acima do observado nos controles,
obtendo 5,2% de mortalidade. No periodo de larva a adulto ndo ocorreram grandes
discrepancias. Diferentemente, Oliveira et al.(2004) em bioensaio com lagartas de Anticarsia
gemmatalis Hubner, 1818 obtiveram mortalidade de 90%, 21% com larvas de Culex
quinguefasciatus, 26% com larvas de A. aegypti com a estirpe NRS 590. Em L. cuprina foi
observada mortalidade apenas quando foram oferecidas solu¢@es néo diluidas.

Dentre as quatro estirpes com melhores resultados no periodo larval, a estirpe ATCC
64 (1,3x10%) apresentou 53,4% de mortalidade. Nos demais estagios, assim como as
anteriormente citadas, ndo houve grandes diferencas na mortalidade dos individuos no estagio
de pupa, havendo mortalidade significativa dentre os adultos. Por outro lado, Oliveira et al.
(2004) mostraram que esta estirpe teve efeito sobre as ordens testadas (Diptera, Lepidoptera e
Coleoptera) com pouca ou média toxicidade de acordo com o critério de avaliacdo usado
pelos autores.

O indice de mortalidade advindo do uso da estirpe NRS 1111 (1,09x10°) no estégio
larval foi de 44%, e no pupal 21,2%. Como citado anteriormente destacou-se dentre 0s
demais grupos teste com 62% de mortalidade no periodo de neolarva a adulto. Desse modo
esta estirpe pode ser considerada como uma das mais eficazes neste grupo.

As demais estirpes testadas nédo diferiram significativamente dos valores apresentados
pelos controles, assim como ndo houve valores diferenciados para os demais dados

analisados, como média de dias e intervalo de variagdo em quaisquer dos estagios.
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Tabela 1 - Duracéo (dias) e mortalidade (%) larval, pupal e de neolarva a adulto de Lucilia cuprina do grupo tratado com cepas de

Brevibacillus laterosporus sem diluicdo em laboratorio.

Estagio

Periodo Larval

Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto

Estirpes Intervalo de Intervalo de Intervalo de
Duracéo _ Mortalidade Duracéo ) Mortalidade Duracéo ) Mortalidade
+ DP (dias) Varfagéo (%) + DP (dias) Var!agéo (%) + DP (dias) Var!agéo (%)
(dias) (dias) (dias)

NRS 1646 4,5+0,9cfg 4-9 33,4 6,5 £ 0,6bd 5-8 1 10,9 £ 0,6d 10-14 44
NRS 661 5,4+1,4ad 4-12 50,7 6,4 = 0,7bejl 6-10 5,5 11,4 + 1,0ad 10-16 60,7
Shi 4 5,1+1,2he 4-10 38 6,7 = 0,5adefjl 6-8 6,5 11,3 +0,6dg 11-14 56
Shi 2 4,4+1 ,0cfg 3-8 42 8,7 +0,6c 7-10 2,3 13,2+ 0,7e 12 -15 46,7
ATCC 6457 4,4+0,6cg 4-6 33,4 6,8 = 0,4dfg 6-8 2 11,2 + 0,5dg 11-14 42
Shi5 4,2+0,8c 4-10 29,4 8,0 £ 0,6h 7-9 2,9 12,0 £ 0,6fi 11-13 42
NRS 1111 5,6+0,8ae 4-9 44 6,8 = 0,6adefg 6-8 21,2 12,3 + 0,7bf 12-16 62
NRS 1645 5,6+1,5ae 4-13 32 7,4%0,7i 6-12 12,7 12,5+1,0b 11-18 48
NRS 1648 4,6x0,5ch 4-6 50,7 6,5 +0,5bjl 6-8 2,8 11,1 + 0,5dg 10-13 56
ATCC 64 5,0+0,9afh 4-8 53,4 7,2 £ 0,6qi 5-8 4,3 12,3 + 1,0bf 10-15 56,7
NRS 590 4,9+1,2dgh 4-10 48 6,8 = 0,5ad] 6-9 5,2 11,6 + 1,1agi 10-15 54
BL 16-92 6,0+1,1eb 5-11 32 6,3 = 0,8bl 2-8 8,9 12,3 + 1,0bf 11-18 41,4
Ctrl P 5,6+1,7aeh 4-13 16 6,9 + 0,9ag 5-10 4.8 12,0 + 1,5af 10-16 35,4
Ctrl NaCl 6,3+1,1b 5-12 38,7 6,3+ 0,5b 6-8 2,2 125+1,2b 11-18 414

+ DP= Média e Desvio Padréo; Ctrl P = controle puro; Ctrl NaCl = controle salina



4.2. Grupo testado com suspensdes diluidas a 10™*

A Tabela 4 apresenta os valores obtidos pelas estirpes diluidas a 10™*. Dentre essas
novamente destacaram-se as estirpes NRS 661 3,33x10% NRS 1648 1,29x107, além da ATCC
64573,13x10° quando considerado o periodo larval. Novamente os valores da mortalidade
estiveram proximos aos 50%, sendo 46,7, 46,0 e 51,4% respectivamente.

A estirpe NRS 661 em semelhancga ao ocorrido quando no tratamento sem diluicdo, apesar
de ter alcancado valores positivos para a mortalidade das larvas e dos adultos, quando se observa os
dados referentes ao estagio de pupa ndo se nota diferencas significativas dos controles, tendo esta
estirpe apresentado uma mortalidade de apenas 1,3% no estagio pupal dos individuos e 54% no
periodo de neolarva a adulto.

Apesar de a mortalidade das larvas testadas com a estirpe NRS 1648 ter sido um pouco
menor que a anterior, no estagio pupal a mortalidade foi de 8,7% e no periodo de larva a adulto a
mortalidade foi de 60%. Dessa maneira os valores ficaram acima do encontrado nos controles.

A terceira estirpe a destacar-se pelos resultados do periodo larval foi a ATCC 6457, a qual
apresentou a melhor mortalidade neste estagio dentre as demais estirpes testadas. Além dos 51,4%
de mortalidade no periodo larval, nos outros estagios a mortalidade esteve acima da mortalidade dos
controles, tendo 5,5% de mortes no estagio pupal e 63,4% no periodo de larva a adulto. Oliveira et
al. (2004) ao testarem a toxicidade desta estirpe tiveram resultados sobre Aedes aegypti com baixa
toxicidade, A. gemmatalis com alta toxicidade, Anthonomus grandis Boheman, 1843 com média
toxicidade, além de surtir efeito sobre a mortalidade de Biomphalaria glabrata Say, 1818 nos
primeiros dias de vida.

Mais uma vez, apesar de ndo ter mostrado valor expressivo na mortalidade das larvas, a
estirpe NRS 1111 destacou-se pelos dados obtidos nos estagios pupal e neolarva a adulto. No
estagio pupal os individuos testados com esta estirpe tiveram 32,3% de mortalidade, estando muito
acima dos controles, cerca de 14 vezes maior que o controle com suspenséo salina, e quase 7 vezes
maior que o controle puro. No periodo de neolarva a adulto apresentou a melhor mortalidade dentre
todos os outros testes realizados, tendo 68,7% de mortalidade. Carramaschi et al (2009) testaram
esta estirpe sobre larvas de Chrysomya putoria alcangando somente 13,4% de mortalidade com a
estirpe liofilizada, cerca da metade da mortalidade alcangada neste bioensaio. Oliveira et al (2004)
utilizando biomassa desta estirpe confirmaram o efeito sobre B. glabrata verificando a mortalidade
de individuos em duas épocas pos eclosdo. Portanto a eficacia desta estirpe pode estar relacionada
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ao modo como foi oferecida aos individuos testados, visto que, quando a estirpe foi oferecida em
solugdes ou biomassa a mortalidade apresentou melhores resultados em relacéo a liofilizada.

As demais estirpes testadas apesar de ndo apresentarem valores de mortalidade abaixo de
30% no estagio larval, ndo diferiram significativamente dos controles, visto que o controle com
suspensdo salina teve 38,7% de mortos neste estagio.

No estagio pupal dos individuos testados, algumas estirpes tiveram mortalidade em torno de
10%, estando bem acima dos valores dos controles. Entretanto no periodo de larva a adulto ndo
houve grandes diferencgas entre os testes e os controles.

Assim como no grupo teste com solucbes ndo diluidas, os valores da duracdo dos estagios

dos individuos ndo foram distintos do ocorrido nos controles.

30



1€

Tabela 2 - Duracéo (dias) e mortalidade (%) larval, pupal e de neolarva a adulto de Lucilia cuprina do grupo tratado com cepas de
Brevibacillus laterosporus com diluicdo de 10™*, em laboratério.

Estagio

Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto

Estirpes . Intervalo de _ Duracéo Intervalo de _ . Intervalo de _
Duracao ) Mortalidade ) Mortalidade Duracao ) Mortalidade
+ DP (dias) Varfagﬁo ) + DP Varfagéo %) + DP (dias) Var!agéo %)
(dias) (dias) (dias) (dias)

NRS 1646 4,6 +11ce 4-9 42,7 6,5 £+ 0,5ab 6-8 7 11 £ 0,9cf 10-16 54,7
NRS 661 55+17a 4-13 46,7 6,4 + 0,5be 5-8 1,3 11,5+ 0,9ac 10-15 54
Shi 4 4,9 +1,3ac 4-10 44 6,6 £ 0,5abf 6-—8 8,4 11,3 + 0,6¢f 11-14 56,7
Shi 2 43+1,0c 3-8 42,7 8,7+ 0,8¢c 6-10 59 13,2+ 0,7d 12-15 46
ATCC 6457 4,4 + 0,6¢f 4-8 51,4 6,9 £ 0,4h 6-9 55 11,2 + 0,5cf 11-14 63,4
Shi 5 42+0,7c 4-7 32,7 79+0,79 7-10 1 12,2 £ 0,8be 11-14 38,7
NRS 1111 5,5 + 0,8agj 5-9 36 7,0 £ 1,0fhi 6-—12 32,3 12,1 +0,7ab 11-16 68,7
NRS 1645 5,7+ 2,4ba 4-17 38 8,6 £0,9c 7-11 10,9 12,5+ 0,7b 12-15 52
NRS 1648 5,2 £ 1,1aef 4-13 46 6,3+ 0,6b 5-8 8,7 11,1 + 1 4cf 10-13 60
ATCC 64 5,0 £ 0,9ae 4-9 38,7 7,1+ 0,5hj 6-9 2,2 12,1+ 1,1be 10-16 414
NRS 590 4,7 + 0,8eij 4-9 42 6,8 * 0,5aeij 6-8 1,2 11,4 +0,8f 10-14 48
BL 16-92 6,6+2,3i 4-15 36 7,8+0,89 6-12 6,3 13,7+1,8g 12-20 454
Ctrl P 5,6t£1,7 a 4-13 16 6,9 = 0,9adh 5-10 4,8 12,0 £ 1,5ae 10-16 35,4
Ctrl NaCl 6,3+ 1,1bi 5-12 38,7 6,3 0,5b 6-8 2,2 125+12b 11-18 414

+ DP= Média e Desvio Padrdo; Ctrl P = controle puro; Ctrl NaCl = controle salina



4.3. Grupo testado com suspensdes diluidas a 10~°

A Tabela 5, referente ao grupo dos individuos testados com solugdes diluidas a 10~° também
apresentou bons resultados na mortalidade dos individuos, inclusive tendo o melhor valor dentre
todos 0s outros testes e mais uma vez as estirpes NRS 661 e NRS 1648 estdo entre as mais eficazes.

A estirpe NRS 661 obteve o melhor valor para a mortalidade dos individuos no estéagio
larval dentre as solu¢des demonstradas até entdo, com 52,7% de larvas mortas. Porém assim como
ocorreu com as outras solugdes, o valor da mortalidade no estagio pupal ndo foi muito diferente dos
controles, apesar de ter sido superior aos das outras dilui¢ces, sendo 7,1% e no periodo de neolarva
a adulto mais uma vez apresentou diferenca significativa dos controles com 62,7% de mortalidade.

Assim como a estirpe anterior, a estirpe Shi 2 teve melhor mortalidade larval com a
suspensdo mais diluida. Neste estdgio a mortalidade larval foi de 56%, no estagio pupal dos
individuos testados a mortalidade esteve dentro dos limites vistos nos controles, e no periodo de
neolarva a adulto com 67,4% de mortalidade ficou um pouco acima dos controles. Oliveira et al.
(2004) utilizando esta estirpe verificaram que a mesma possui toxicidade sobre C. quinquefasciatus,
A. gemmatalis, A. grandis e B. glabrata.

Pela segunda vez a estirpe ATCC 6457 esteve dentre as que tiveram melhores resultados na
mortalidade larval com 50% dos individuos mortos. Nos demais estagios, assim como nas solucdes
anteriores, o valor da mortalidade para pupas ndo diferiu do apresentado pelos controles, sendo
1,4% e os adultos apresentaram 56% de mortalidade, estando novamente com valores
significantemente acima dos controles.

J& a estirpe NRS 1648 nesta diluicdo (10°) apresentou o melhor valor para a mortalidade
larval (70%). Sendo a mais eficaz das estirpes testadas, e assim como as estirpes NRS 661 e Shi 2
teve a maior mortalidade com a suspensdao mais diluida. No estagio pupal a mortalidade dos
individuos ndo diferiu dos controles tendo 4,5% de mortalidade, e no periodo de neolarva a adulto
ficou muito acima com 77,4% de individuos mortos, reflexo da alta mortalidade larval.

As demais estirpes testadas ndo mostraram valores acima de 40% na mortalidade larval. No
estagio pupal apenas a estirpe Shi 4 atingiu 10% de mortalidade e outras quatro estirpes tiveram
menos individuos viaveis que os controles, com valores entre 5 (estirpe NRS 1645) e 7,1% (estirpes
NRS 1646 e NRS 661). No periodo de neolarva a apenas duas estirpes ndo ficaram com valores
acima dos controles, variando de 39,4% (estirpe BL 16-92) a 77,4% (estirpe NRS 1648).

A estirpe Shi 4 no estudo de Oliveira et al. (2004) apresentou alta toxicidade sobre A.
grandis, ja a toxicidade da estirpe NRS 1645 em todas as ordens testadas atingiu no maximo niveis
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médios também sobre A. grandis. Destas, somente a estirpe NRS 1646 teve toxicidade alta dentre
os individuos testados e novamente sobre A. grandis.

Diferentemente do que aconteceu nas outras dilui¢cdes, houve algumas alteragdes na duragéo
dos estagios. No periodo larval apesar de 0 minimo estar dentro do que foi visto nos controles, o
maximo de dias que durou este estagio esteve até 3 dias acima do mostrado nos controles.

No estagio pupal a média da duracdo deste periodo esteve em torno de um dia acima do
visto nos controles para a estirpe Shi 5 e o valor minimo de duracdo apresentou até 2 dias acima dos
valores minimos dos controles.

No periodo total do desenvolvimento, trés estirpes apresentaram médias da duracdo em dias
acima dos controles, tendo até 2 dias em média acima na estirpe BL 16-92. Nesta mesma estirpe
houve individuos com até 22 dias de valor méximo de duracdo do periodo, quatro dias acima do
alcancado pelo controle com suspensdo salina.

Deleito e Moya-Borja (2008) utilizando diferentes concentracbes de O6leo de Nim,
encontraram valores para a mortalidade de pupas superiores a 30% em L. cuprina. Resultados
semelhantes foram corroborados por Mognato (2000), onde o prolongamento do periodo pupal e
mesmo a supressao da capacidade de emergéncia séo influenciados pelos componentes desta planta.
Do mesmo modo como ocorreu neste trabalho onde ao oferecer B. laterosporus para L. cuprina

varios individuos ndo foram capazes de sair da pupa e completar seu desenvolvimento.
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Tabela 3 - Duracéo (dias) e mortalidae (%) larval, pupal e de neolarva a adulto de Lucilia cuprina do grupo tratado com cepas de Brevibacillus
laterosporus com diluicdo de 10~°, em laboratdrio.

Estégio

Periodo Larval

Periodo Pupal

Periodo de Neolarva a Adulto

Estirpes - Intervalo de _ ] Intervalo de . 5
Duragao o Mortalidade Duracao o Mortalidade Duracéo
+ DP (dias) Varfagao (%) + DP (dias) Var!agao (%) + DP (dias)
(dias) (dias)
NRS 1646 4,7 + 1,5bei 4-11 34 6,3+ 0,6b 5-8 7,1 10,6 £ 0,5b
NRS 661 5,9+ 2,3cd 5-16 52,7 6,3 +0,6b 5-8 7,1 11,5 + 1,0cdf
Shi 4 5,0+1,2ce 4-10 36 6,5 + 0,6bd 5-8 10,5 11,1 +1,3dgh
Shi 2 6,9 + 2,1fh 5-15 56 7,7+0,7c 7-11 4,6 13,9+ 0,7el
ATCC 6457 4,3 +0,5e 4-6 50 6,8 £ 0,3ade 6-7 14 11,1 + 0,3bdi
Shi 5 4,5+ 1 4ej 4-12 33,4 8,0+0,7c 7-10 3 12,1 + 0,9afj
NRS 1111 5,0+ 0,7gel 4-9 35 6,5 = 0,6bef 6-8 41 11,5 + 0,9cqij
NRS 1645 5,7 = 1,5clm 4-15 32 7,7+0,7c 7-10 5 13,3+ 1,6e
NRS 1648 5,6 £1,6 cdiln 5-13 70 6,2+06D 5-8 45 11,7 £ 1,0chij
ATCC 64 4,8 +0,9eno 4-9 36,7 7,0+ 0,62 6-9 3,2 11,8 £ 1,2chj
NRS 590 5,2 £ 1,9cijlo 4-13 34 6,8 + 0,6adf 6-10 0 11,4 £ 1,0chi
BL 16-92 6,5+1,9dh 5-16 29,4 7,7+0,7c 6-10 5,7 14,0+1,71
Ctrl P 5,6+1,7acg 4-13 16 6,9+09a 5-10 4,8 12,0 + 1,5ac
Ctrl NaCl 6,3+ 1,1adfm 5-12 38,7 6,3 +0,5b 6-8 2,2 125+12a

+ DP= Média e Desvio Padréo; Ctrl P = controle puro; Ctrl NaCl = controle salina

Intervalo de
Variagédo
(dias)
10-12
10-16
11-14
13-18
11-13
11-16
11-17
11-19
10-15
10-16
10-14
12-22
10-16
11-18

Mortalidade
(%)

52
62,7
50
67,4
56
46
42,7
40,7
77,4
41,4
42,7
39,4
35,4
41,4



Como dito anteriormente, os valores para a mortalidade larval aumentaram conforme a
quantidade de bactérias presentes nas soluces diminui (estirpes NRS 661, Shi 2, ATCC
6457, Shi 5, NRS 1648). Em alguns casos, até mesmo a mortalidade dos adultos teve essa
relacdo (NRS 1646, Shi 2, NRS 590). Estirpes que aparentemente ndo possuiam acao sobre 0s
individuos testados mostraram-se eficazes em maiores diluicdes. Pires et al. (2007) em testes
com comunidades bacterianas observaram que ocorrem mudancas significativas na estrutura
da comunidade com o aumento da densidade, e que os maiores valores sdo encontrados em
comunidades diluidas 10° vezes, pois as diluices intermediérias relaxam a competicdo e
potencializam o crescimento bacteriano pela maior eficiéncia na absor¢do de recursos. Este
fato pode ser a razdo pela qual a suspensdo mais diluida apresentou os melhores resultados.

As estirpes que se mostraram mais eficazes foram a NRS 661 3,33x10° e a NRS 1648.
pois foram as Unicas que obtiveram efeito sobre os individuos testados em todas as
suspensdes oferecidas. A estirpe NRS 1648 ocasionou mortalidade larval de 70% quando em
sua menor densidade bacteriana na diluicdo 10, corroborando com os resultados de Pires et
al. (2007) no que diz respeito a competicdo intraespecifica ter menor influéncia em menores
densidades ou em diluicdes intermediarias. Em relacdo a estirpe NRS 1648 uma das raz0es de
sua alta mortalidade poderia ser a sua maior concentracao celular inicial (1,29 x 10" UFC/ml),
entretanto a estirpe NRS 661 que também teve alta mortalidade apresenta somente 3,33x10°
UFC/ml. A concentraco inicial da estirpe ATCC64 era de somente 1,3x10* e a mortalidade
de larvas encontrada foi de 38,7%. Presume-se que em concentracdes celulares iniciais mais
altas, valores de mortalidade larval poderiam ser também mais altos. Estudos futuros deverdo
ser realizados a fim de se esclarecer esses achados.

Oliveira et al. (2004), tiveram resultados positivos com a NRS661 sobre as ordens
Diptera (Sub-Ordem Nematocera), Lepidopera e Coleoptera, sendo os resultados menos
eficazes sobre dipteros, e com a NRS 1648 s¢ tiveram resultados positivos com duas das trés
ordens testadas, sendo esta uma das estirpes menos eficazes dentre as utilizadas.

Leemon e Jonsson (2012) em bioensaio para avaliar o potencial de Metarhizium
anisopliae Sorokin, 1883 como biopesticida sobre L. cuprina, apresentaram altas taxas de
mortalidade ao aplicarem preparacdes conidiais topicamente em adultos e ao misturarem essas
preparacdes ao agucar oferecido aos individuos. Deste modo obtiveram uma sobrevida de 4
dias para os individuos que receberam as aplicacdes topicas e uma morte rapida apos um
curto periodo (menos de 10 dias) independentemente da dose aplicada, dentre os individuos
que alimentaram-se dos conidios misturados ao agucar. Begum et al. (2012) também tiveram

alta mortalidade ao oferecerem uma suspensdo para o0s adultos contendo glutamato
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monossodico, além de observarem alteracfes nos tubulos de Malpighi dos individuos

testados.

4.4. Efeitos subletais

Outro fator que pode ser observado neste bioensaio foi a razdo sexual dos individuos
testados. Segundo Brito (2009), quando populac6es sdo analisadas com o objetivo de verificar
a possibilidade de sobrevivéncia dos individuos seja envolvendo questdes de manejo voltadas
para recuperacdo e evitando a extincdo, ou como € o caso deste estudo onde se busca a
possibilidade de conter o avanco de determinada espécie e controlar seus limites
populacionais, um dos fatores que devem ser observados € a razao sexual.

Espera-se que os individuos de determinada espécie mantenham a proporcdo de
machos e fémeas em torno de 1:1 de modo que ndo haja diferencas significativas, podendo
ocasionar um desequilibrio futuro como exemplificado no principio de Fisher para espécies
evolutivamente estaveis (Fisher, 1930). Alguns grupos testes deste estudo tiveram muito
provavelmente consequéncias relacionadas a ingestdo das estirpes de B. laterosporus sobre a
razdo sexual dos individuos, e o que provavelmente deveria ficar em torno de 0,5 como
ocorreu nos grupos controle, que apresentou variacbes de 0,3 a 0,6 em sua razdo sexual
(Tabela 6), o que segundo Brito (2009), tais desvios que poderiam causar a extingdo em
populacdes pequenas, possivelmente ao interagir como outros fatores levariam a uma
depressao no crescimento populacional em se tratando de grandes populacdes.

No caso de o grupo testado apresentar uma razdo sexual inferior a 0,5, ha uma
indicagdo de que o nimero de machos é superior ao numero de fémeas. Assim, quando o
namero de machos for inferior ao nimero de fémeas a razdo sexual tera valor acima de 0,5.
Essas alteracGes possuem implicagdes distintas, pois quando o numero de fémeas for maior
que o de machos, apesar da possibilidade de haver uma maior prole nas geracGes futuras,
acarretard em um maior desgaste energético sobre os machos e existem as possibilidades de
gue nem todas as fémeas sejam fecundadas, além de diminuir a variabilidade genética no
futuro. Inversamente a este fato, quando a quantidade de machos for maior do que a de
fémeas nem todos 0s machos conseguirdo fecundar uma fémea, e provavelmente devido ao
baixo numero destas, o quantitativo da prole nas geracdes futuras serd menor.

Ao observar a Tabela 6, verifica-se que na maioria dos casos a variacdo na razéo
sexual apresentou valores abaixo de 0,5, tendo somente trés dos grupos testados com

diluicdes a 10™* mostrado a razdo sexual com valores equivalentes de machos e fémeas.
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Dentre as estirpes testadas a NRS 661 apresentou em todos os testes a razéo sexual inferior ao
controle. Khater et al. (2011) em testes para controle de Lucilia sericata (Meigen, 1826), ao
aplicarem oleos de Lactuca sativa Linnaeus, 1753, Matricaria chamomilla Linnaeus, 1753,
Pimpinella anisum Linnaeus 1753 e Rosmarinus officinalis Linnaeus, 1753 sobre larvas de
terceiro instar, obtiveram como resultado subletal uma mudanca na razdo sexual do grupo
teste, e assim como nestes bioensaios houve predominancia de machos sobre fémeas
atingindo a proporcéao de 4:1, além de interferirem na viabilidade dos adultos e determinarem
a formacéo de algumas anomalias.

Dentre todos os grupos testados as estirpes NRS 1646, NRS 1111 e ATCC 64 foram as
que se destacaram ao apresentarem em todas as diluicdes valores diferentes aos apresentados

pelos grupos controle que estabeleceram valores normais para a razéo sexual.

Tabela 4 — Razdo sexual dos individuos de Lucilia cuprina testados com diluicdes de
Brevibacillus laterosporus e sua comparac¢ao aos grupos controle, em laboratorio.
Razéo Sexual

Estirpes Diluicéo

SD 10 107°
NRS 1646 0,4 0,4 0,5
NRS 661 0,3 0,4 0,3
Shi 4 0,4 0,3 0,5
Shi 2 0,5 0,5 0,4
ATCC 6457 0,5 0,5 0,4
Shi 5 0,5 0,5 0,6
NRS 1111 0,6 0,4 0,5
NRS 1645 0,3 0,4 0,5
NRS 1648 0,4 0,3 0,6
ATCC 64 0,6 0,3 0,3
NRS 590 0,4 0,4 0,5
BL 16-92 0,4 0,5 0,4

Ctrl P 0,5

Ctrl NaCl 0,5

SD = sem diluicdo; Ctrl P = controle puro; Ctrl NaCl = controle salina
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Tendo em vista o desenvolvimento completo dos individuos, foram observados efeitos
teratogénicos, deformidades ou empecilhos que impossibilitaram algumas moscas de
terminarem sua formacao (Tabela 7). Alguns ndo foram considerados como tendo alcangado a
fase de adulto por ndo terem conseguido sair totalmente do pupario (Figura 10A e 10B). Esta
foi a “deformidade” mais abundante tendo ocorrido até mesmo no controle puro, porém em
menor quantidade. Nenhuma outra deformidade foi encontrada em quaisquer dos controles.
Mukandiwa et al. (2012b) também encontraram deformidades em individuos da espécie L.
cuprina e Chrysomya marginalis (Wiedemann, 1830) ao oferecerem carne tratada com
extratos de plantas para as larvas, acarretando em ma formacdes nas pupas, algumas paralisias
e reducdo da emergéncia dos adultos, sugerindo que os componentes dos extratos poderiam

ter interferéncia nos mecanismos de controle neuroendécrino desses dipteros.

X17 Tmm

Figura 10— Micrografia mostrando individuos tratados com Brevibacillus laterosporus
incapazes de sair do pupario. (A) adulto de Lucilia cuprina com parte do corpo exteriorizado

do pupério. (B) individuo incapaz de ir além da abertura da pupa.

Com excecéo da estirpe BL16-92 todas as outras estirpes testadas tiveram individuos
gue apresentaram algum tipo de deformidade, do mesmo modo todas possuiram individuos
gue ndo conseguiram sair do pupario (Tabela 7).

Com excecdo das estirpes Shi 2, NRS 1111 e NRS 1645 foram encontrados individuos
no grupo teste que, apesar de apresentarem o corpo com a morfologia inalterada, ndo foram
capazes de inflar suas asas (Figura 11). Entretanto, Carramaschi et al. (2009) com a estirpe

NRS 1111 liofilizada obteve individuos com deformidades nas asas.
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Figura 11— Asa deformada de Lucilia cuprina tratada com Brevibacillus laterosporus.

E possivel que a ingestdio das bactérias pelas larvas e a presenca destes
microrganismos no interior do intestino dos insetos tenha dificultado a absorcdo de alguns
nutrientes, acarretando na impossibilidade destes quando adultos terminarem por completo
seu desenvolvimento e inflarem suas asas. Sendo assim, esses individuos seriam incapazes de
alcar voo e, por conseguinte, encontrar um parceiro para a reproducéo.

Giolo et al. (2006) ao testarem dietas para criacdo de insetos perceberam que 0s
individuos que tinham uma dieta deficiente — em geral com falta de acidos graxos em seu
periodo larval — poderiam originar adultos com asas deformadas. Cardoso et al. (2011)
observando o mesentero de insetos tratados com Nim, verificaram que aqueles individuos que
apresentaram alteracGes no intestino e ndo conseguiram absorver 0s nutrientes necessarios,
tiveram deformidades quando adultos, além de dificuldade no processo de muda gerado pela
reducdo na atividade alimentar. E possivel que as estirpes de B. laterosporus testadas tenham
causado lesbes no intestino dos insetos, acarretando em disfungdes deste érgdo e provocando
a reducdo na absorc¢do dos nutrientes, do mesmo modo como ocorre com dipteros que sofrem
a acao das toxinas de B. sphaericus e B. thuringiensis que lesionam o intestino médio dos
insetos alvo (Drobniewski 1994, Poopathi et al. 2008, Poopathi e Tyag 2005)

Observando a ocorréncia de individuos que se mostraram impossibilitados de inflar o
seu corpo como um todo, vé-se que foi uma deformidade frequente entre os grupos teste
(Tabela 7).

Excetuando-se os insetos testados com as estirpes NRS 1646, ATCC 6457, NRS1645
e NRS 590, todos os outros testados apresentaram em algumas de suas dilui¢6es, individuos
com o corpo totalmente disforme (Figura 12). Deleito e Moya-Borja (2008) ao aplicar 6leo de
Nim sobre pupas de L. cuprina também encontraram individuos com o corpo disforme, além

de ndo conseguirem expandir suas asas, efeito subletal atribuido ao efeito dos compostos do
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0leo sobre o corpus cardiacus do inseto, responsavel pela secrecdo de hormonios que podem

influenciar em uma metamorfose bem sucedida.

Figura 12 — Micrografia de adulto de Lucilia cuprina tratado com estirpes de Brevibacillus

laterosporus com corpo deformado achatado dorso-ventralmente e ndo inflado.

Apesar da pouca ocorréncia, outra deformidade foi observada: alguns individuos
tratados com a estirpe NRS 661 e ATCC 6457 ndao foram capazes de retrair o saco ptilineal

apos sairem do pupaério ficando esta estrutura sobre parte das antenas do inseto (Figura 13).

X100 100pm

Figura 13 — Micrografia evidenciando a regido da inser¢do das antenas em individuos da
espécie Lucilia cuprina tratados com estirpes de Brevibacillus laterosporus. (A) tratado - saco
ptilineal ndo retraido cobrindo a lunula e o pedicelo, (B) ndo tratado - regido em estado
normal, SP — saco ptilineal, L — linula, P - pedicelo.

Dentre as estirpes testadas, a NRS 661 e a NRS 1648 tiveram maior destaque dentre
as que ocasionaram deformidades. A primeira apesar de ndo ter obtido muita frequéncia foi a
Unica estirpe a apresentar todos os tipos de deformidades encontradas. A segunda destacou-se
por ter em praticamente todas as diluicGes oferecidas, com excecdo apenas da diluicdo 107%,
apresentado no minimo dois tipos de deformidades, fato repetido somente pelos individuos

tratados com a estirpe Shi 4, porém com menor intensidade.
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Tabela 5 - Deformidades apresentadas por Lucilia cuprina nos grupos teste e controle de
acordo com a diluicdo oferecida contendo estirpes de Brevibacillus laterosporus.
Estirpes Dose Deformidade

Asa Néoinflado Presonapupa Ptilineo ndo retraido
NRS 1646 SD X X
107* X X
10°°
NRS 661 SD X X X
107* X
10°°
Shi 4 SD
107*
10~°
Shi 2 SD X
107* X
10~°
ATCC 6457 SD
107*
10~°
Shi 5 SD X
107*
107° X
NRS 1111 SD
107* X
10°°
NRS 1645 SD
107*
10°°
NRS 1648 SD X

X X X
X X X

X X X
X X X X X X
X

X

X
X X

-
<
X
X X X X

ATCC 64 SD

NRS 590 SD X

XX XX XXX XX X

BL 16-92 SD

Ctrl P X
Ctrl NaCl
SD = sem diluig&o; Ctrl P = controle puro; Ctrl NaCl = controle salina
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E possivel que além das alteracdes teratogénicas externas acometidas pelos individuos
testados, interiormente esses possam ter sofrido alteracfes geradas pela ingestdo das estirpes
bacterianas. Na figura 14A, pode-se observar o corpo gorduroso de uma larva de terceiro
instar do grupo controle em comparacdo a uma pertencente ao grupo testado com a estirpe
NRS 661 (Figura 14B), onde se percebe que enquanto no grupo controle puro o corpo
gorduroso mantém sua estrutura normal, no individuo testado o corpo gorduroso apresenta

suas células disformes.

Figura 14 — Corte histologico evidenciando o corpo gorduroso em uma se¢do do segmento
abdominal de larvas de terceiro instar de Lucilia cuprina. (A) controle, (B) tratado com

Brevibacillus laterosporus, CG — corpo gorduroso.

N&o somente o corpo gorduroso das larvas tratadas pode ter sido afetado pela agdo das
bactérias, também a epicuticula pode ter sofrido alteracfes. Ao comparar esta estrutura em
larvas de terceiro instar pertencentes ao grupo controle puro com as larvas do grupo teste,
nota-se que enquanto a epicuticula do individuo do grupo controle ndo aparenta ter alteracGes,
a do grupo teste mostra-se descontinua (Figura 15).

Turnbull et al. (1980) testando os efeitos da DOPA decarboxilase e Binnington (1985)
os efeitos dos compostos inseticidas Polioxina D, Diflubenzuron-a Ciromazina, Aminopterina,
sobre larvas de L. cuprina também encontraram alteraces na formacdo da cuticula
ocasionando sua descontinuidade, tornando-a mais fina e distorcida em algumas camadas,

além da presenca de partes necrosadas.
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Figura 15 — Corte histologico evidenciando uma das camadas da cuticula em uma se¢do do
segmento abdominal de larvas de terceiro instar de Lucilia cuprina. (A) controle, (B) tratado

com Brevibacillus laterosporus, C - cuticula.

43



5. CONCLUSOES

A bactéria Brevibacillus laterosporus apresentou potencial para utilizagdo como
agente de controle biologico sobre a espécie Lucilia cuprina pelos resultados obtidos
sobre a mortalidade dos individuos, os desvios na razdo sexual e a ocorréncia de

deformidades tanto externas quanto ao nivel histologico e celular.

As estirpes NRS 661 e NRS 1648 sdo promissoras para utilizacdo em trabalhos de
controle bioldgico, uma vez que geraram resultados bastante satisfatorios em todas as
diluicdes oferecidas para os insetos em relacdo tanto a mortalidade quanto aos efeitos
subletais, tendo a estirpe NRS 1648 em sua suspensdo mais diluida ocasionado a

morte de 70% das larvas de Lucilia cuprina.

A estirpe NRS 1111 destacou-se por apresentar bons resultados sobre a mortalidade
dos insetos em solucdes ndo diluidas e com diluicdo a 10™*, uma vez que afetou a
viabilidade em todas as fases do desenvolvimento dos individuos. Sendo também uma

opcao como agente de controle biolégico.

A estirpe ATCC 64, parece ser promissora pois gerou mortalidade alta para a
concentracdo de UFC/ml menor que as demais (100 a 1000 vezes menos concentrada).

Densidades menores acarretaram em maiores mortalidades, pois as estirpes que
continham concentracdes de 10*, ja nas solugdes ndo diluidas mataram mais de 50%
das larvas (ATCC 64), e aquelas que tinham solucbes mais densas, tiveram a
mortalidade aumentada conforme foram mais diluidas (NRS 661, Shi 2, NRS 1648).
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