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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Lorrane de Andrade Pereira

Os dipteros muscoides apresentam ampla distribuicdo geogréfica, sdo altamente
sinantrépicos e sdo encontrados em grandes populacdes pois 0 seu desenvolvimento é
favorecido devido ao acimulo e mau remanejamento dos residuos organicos, uma vez
que as larvas se alimentam de matéria organica em decomposicao. Habitos peculiares de
moscas como Musca domestica e Chrysomya putoria que defecam e regurgitam sobre a
alimentacdo humana e animal, assim como a endofilia levaram ao reconhecimento de
seu papel como vetores de patdgenos, sendo capazes de carrear virus, protozoarios e
bactérias, além de causarem miiase secundaria em humanos e animais. Portanto, devem
ser alvo de estudos de biocontrole. No Brasil, o controle destes dipteros é realizado
quase que exclusivamente por inseticidas quimicos, que podem gerar danos ambientais,
tanto por serem toxicos aos seres vivos, quanto por induzirem resisténcia nos insetos.
Neste sentido, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a atividade entomopatogénica
de estirpes de Brevibacillus laterosporus e de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis
Btk176 sobre M. domestica e C. putoria. As moscas foram coletadas em cacambas de
lixo, identificadas e as respectivas col6nias foram adaptadas as condi¢des de laboratério
(cdmara climatizada com umidade e temperatura regulada). Os testes foram realizados a
partir de fermentacdo bacteriana obtida na fase esporulada. As suspensdes, em
diferentes concentracdes, foram oferecidas as neo larvas e aos adultos. O experimento
foi analisado diariamente e as larvas foram contadas, pesadas e acompanhadas até a
pupacdo e emergéncia dos adultos. As neo larvas tratadas com as estirpes nas maiores
concentragbes (108 UFC/mL) apresentaram até 100% de letalidade ap6s 48h de
tratamento. Algumas estirpes ocasionaram efeitos subletais como: reducdo do peso
larval e pupal, e atraso no desenvolvimento pos-embrionério. Foram observados efeitos
histopatolégicos como a desorganizagdo citoplasmatica, formacdo de vactolos e
microvilosidades irregulares no intestino das larvas tratadas com suspensfes de esporos
da estirpe Btk176. O teste com adultos resultou em eficacia de B. laterosporus e de B.
thuringiensis var. kyushuensis para este tipo de controle, alcangando mortalidade de até
85% e 80%, respectivamente. Portanto, é possivel afirmar que estas estirpes bacterianas
sdo promissoras tanto para o controle de larvas, quanto para o controle de adultos e este
estudo pode fornecer subsidios ao aprimoramento de técnicas de controle biol6gico
eficiente e seguro para 0 homem e o0 ambiente.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Lorrane de Andrade Pereira

Muscoid dipterans have a wide geographical distribution and are highly synanthropic.
They found in large populations because their development is favored due to the
accumulation and poor manage of the organic residues, once the larvae feed on
decomposing organic matter. Particular habits of flies such as Musca domestica and
Chrysomya putoria that defecate and regurgitate on human and animal feeding, as well
as endophilia, lead to the recognition of their role as vectors of pathogens, being able to
carry viruses, protozoa, and bacteria, in addition, to cause secondary myiasis in humans
and animals. Therefore, they should be a target for biocontrol studies. In Brazil, the
control of these dipterans is carried out almost exclusively using chemical insecticides,
which can generate environmental damages, as they are toxic to living beings and
induce resistance in insects. In this sense, the present study aimed to evaluate the
entomopathogenic activity of strains of Brevibacillus laterosporus and Bacillus
thuringiensis var. kyushuensis on M. domestica and C. putoria. The flies were collected
in the garbage, identified, and the respective colonies adapted to the laboratory
conditions (a climatized chamber with humidity and regulated temperature). The tests
were carried out from bacterial fermentation obtained in the sporulation phase. The
suspensions, in different concentrations, were offered to neo larvae and adults. The
experiment was analyzed daily, and larvae were counted, weighed and monitored until
pupation and emergence of adults. Neo larvae treated with the strains at the highest
concentrations (102 CFU/ml) had up to 100% lethality after 48h of treatment. Some
strains caused sublethal effects such as reduction of pupal and larval weight and delayed
post-embryonic development. There were histopathological effects such as cytoplasmic
disorganization, vacuoles formation and irregular microvilli in the intestine of larvae
treated with spore suspensions of the Btk176 strain. Adult testing resulted in an
effectiveness of B. laterosporus and B. thuringiensis var. kyushuensis for this type of
control, achieving mortality of up to 85% and 80%, respectively. Therefore, it is
possible to state that these bacterial strains are promising both for larval and adult
control. This study may provide support for the improvement of efficient and safe
biological control techniques for man and the environment.
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1. INTRODUCAO

Os insetos em geral sdo capazes de percorrer diferentes ambientes, sendo assim,
os dipteros muscoides, principalmente os sinantropicos, participam ativamente do
carreamento de microrganismos entre esses ambientes, devido ao seu desenvolvimento,
capacidade de disperséo, deslocamento irrestrito, modo de alimentagéo (regurgitacéo) e
atracdo por humanos (1,2). No Brasil, em areas carentes de zonas urbanas e em zonas
rurais as parasitoses intestinais e bacterioses sdo muito frequentes, levando pacientes ao
atendimento hospitalar. As moscas sinantropicas das familias Calliphoridae, Muscidae e
Sarcophagidae sdo amplamente divulgadas como responsaveis pela transmissdo
principalmente de bactérias envolvidas em diarreias infantis (1,3). Além disto, séo
vetores mecanicos de helmintos, virus, enterobactérias e até mesmo bactérias portadoras

de genes de resisténcia a diferentes antibidticos (4-9).

O alto grau de sinantropia destes dipteros e os danos que causam incentivam as
pesquisas de controle populacional em &reas urbanas, onde seu desenvolvimento é
favorecido devido as méas condicBes sanitarias e ao acimulo de lixo mal remanejado
(10,11). Meétodos alternativos ao controle quimico tém sido estudados, entre eles:
metabolitos secundarios de plantas, hormonios, inimigos naturais e bactérias

entomopatogénicas (12).

Entre as bactérias entomopatogénicas utilizadas tanto como agentes no controle
de pragas da agricultura como de insetos vetores de importancia na saude publica estdo
Bacillus thuringiensis (13) e Brevibacillus laterosporus (14).

Brevibacillus laterosporus é uma bactéria Gram-positiva, aerdbica, apresenta
corpos paraesporais em forma de canoa aderidos aos esporos, e que tem apresentado ao
longo da histéria amplo potencial biotecnoldgico (15). Estirpes desta bactéria ja foram
isoladas a partir de aguas doce e salgada, de solo, corpos de insetos, folhas, sementes e
diferentes tipos de alimentos, principalmente aqueles ricos em amido (14-19), foi visto
que estirpes de B. laterosporus podem abrigar inumeros fatores putativos de viruléncia,
tais como: toxinas mosquitocidas e antifingicas, genes antibidticos, variedade de
peptideos antimicrobianos e fatores suplementares de viruléncia contra insetos
(15,20,21).
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Devido a producédo de varios metabolitos, a bioatividade de B. laterosporus nao
se limita aos insetos, aos fungos e as bactérias, pois entre outras possiveis aplicagdes, 0s
efeitos patogénicos contra algas nocivas pertencentes a diferentes géneros também
foram demonstrados (22,23). Assim como, 0s antibidticos inibidores da trombina
(bacitracinas) (24), o inibidor da aminopeptidase M (leuhistina) (25), o antibidtico
antitumoral spergualina (26) e a enzima acilase cefalosporina (cefalosporinas e
derivados) (27), também séo produzidos por B. laterosporus.

Brevibacillus laterosporus ainda é relatado como probidtico para aves e
mamiferos, ao ser administrado como alimento (28). Foi observado que a administracao
oral de esporos desta bactéria pode melhorar a converséo alimentar e 0 ganho de peso
das aves (29,30). Algumas cepas de B. laterosporus também tem sido utilizadas na
biodegradacdo e na remocdo de poluentes e contaminantes (15), pois sdo capazes de
promover a desintoxicacdo de metais em sistemas de aguas residuais (31,32), de
degradar taninos vegetais (33), fenol (34), alcool polivinilico e acetato (35), e de realizar
a biossorcdo de metais toxicos de solucbes aquosas (36).

Zubasheva et al. (37) relataram estirpes de B. laterosporus produtoras de
proteinas cristalinas com atividade inseticida. Entretanto, o cristal ndo é uma
caracteristica comum e nem condicao necessaria para a entomopatogenicidade, uma vez
que diversos autores (14,38-41) demonstraram a atividade patogénica de cepas
acristalogénicas contra diferentes insetos.

Em 2001, Floris et al. (42) patentearam uma metodologia para controle de
dipteros, especialmente M. domestica, utilizando B. laterosporus. Em 2007 Ruiu et al.
(40) relataram a eficacia de B. laterosporus para o controle também com adultos de M.
domestica. Mais tarde entdo foram publicados trabalhos pelo grupo do Laboratdrio de
Entomologia Médica e Forense (LEMEF) do Instituto Oswaldo Cruz (I0C), Fundacgdo
Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Rio de Janeiro, RJ, Brasil, sobre a atividade desta bactéria
contra diferentes dipteros muscoides de importancia médica-veterinaria: Lucilia cuprina
(43), Chrysomya megacephala (38,44), M. domestica (39) e Chrysomya putoria (41).

A atividade entomopatogénica de B. laterosporus esta relacionada a ingestdo
pelo inseto da bactéria em sua fase esporulada (15), o que provoca lesbes nas
microvilosidades das células epiteliais do inseto, além de outras anomalias no
citoplasma (38,39,45).
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Bacillus thuringiensis € uma espécie bastante conhecida por sua aplicacdo no
controle de pragas (46). E Gram-positiva, capaz de produzir uma inclusio proteica em
forma de cristal, conhecida como &-endotoxina ou proteina inseticida, que apresenta
elevada toxicidade contra diferentes espécies de insetos pragas na agricultura e de

importancia na transmisséo de doengas em humanos e animais (46-48).

Essas endotoxinas sdo produzidas durante a fase de esporulacdo e podem possuir
atividade patogénica contra lepiddpteros, coledpteros, himendpteros, dipteros, até
mesmo contra alguns nematoides e acaros (49).

Ha dois tipos desta 6-endotoxina, que sao as proteinas Cry e as proteinas Cyt. As
proteinas Cyt ndo sdo homologas as proteinas Cry, pois possuem atividade citolitica
relacionada a afinidade aos acidos graxos insaturados que se encontram na porgao
lipidica da membrana celular (50). Apresentam toxicidade contra alguns insetos,
especialmente contra os mosquitos (51-53). Ainda sdo capazes de aumentar a atividade
inseticida de certas toxinas Cry atuando em sinergia (53).

As proteinas Cry se apresentam como pré-toxinas, que exibem duas regibes
distintas, conhecidas como a por¢do amino-terminal, associada a toxicidade (geralmente
variavel), e a outra, porcdo carboxi-terminal, relacionada com a formacdo, estrutura e a
solubilizacdo do cristal (mais conservada) (49,54,55).

As pro-toxinas precisam ser ativadas por proteases para que exercam os efeitos
toxicos. Desta forma, quando o cristal contendo as proteinas Cry € ingerido pelo inseto
ocorre 0 processo de solubilizacdo da pro-toxina no pH alcalino do intestino médio da
maioria das larvas de insetos que sdo suscetiveis (dipteros, lepiddpteros e alguns
coleodpteros) (47,56). Apods a solubilizacdo a pré-toxina é processada por proteases que
se encontram no intestino médio do inseto, liberando entdo a toxina ativa (57). Um fator
importante que contribui para a determinacdo da especificidade é a clivagem
proteolitica. A principal protease digestiva em insetos suscetiveis € a serino-protease,
presente em dipteros e lepidopteros. J& em coledpteros as principais proteases sdo a
cisteino e a aspartico-protease (58). Depois de ativadas, as toxinas ligam-se a receptores
especificos presentes nas microvilosidades intestinais do intestino médio das larvas, de
forma que haja uma insercdo da toxina na membrana, induzindo sua abertura ou a
formacéo de poros que irdo aumentar a permeabilidade da célula, desestabilizando seu

gradiente osmotico, levando a morte celular (47,56).
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Além das 4-endotoxinas, B. thuringiensis também produz uma diversidade de
toxinas com atividade inseticida contra diferentes insetos, tais como: o-exotoxina, f3-

exotoxina, exoenzima, VIP (Proteina Inseticida Vegetativa) e hemolisina (59,60).

Bacillus thuringiensis var. kyushuensis (61) possui atividade mosquitocida (51)
onde CytB, a proteina responsavel por esta atividade entomopatogénica, é encontrada
em incluséo parasporal (62,63) e é composta principalmente por peptideos entre 15 kDa
até 150 kDa (64). Essas inclusdes ou cristais paraesporais aparecem de forma irregular
quando as células esporuladas sdo analisadas por microscopia eletrénica, apresentando

revestimentos grossos, aderentes e eletrodensos (64).

A atividade desta toxina foi demonstrada contra Culex tritaeniorhynchus (61),
Aedes aegypti (51,64) e Aedes albopictus (52), em contrapartida, ndo foi toxica contra
larvas de lepiddpteros (51,61). Held et al. (64) observaram que as larvas de Manduca
sexta quando tratadas com cristais de B. thuringiensis var. kyushuensis alcangaram peso
médio larval inferior ao das larvas ndo tratadas, sendo apenas 5,7 mg, em comparagao
com 22,7 mg para as larvas do grupo controle. No entanto, a mortalidade foi
relativamente baixa. Isto sugere que os cristais de B. thuringiensis var. kyushuensis tém
baixo nivel de toxicidade para as larvas desta espécie ou inibem a alimentacdo em

concentrag0es muito altas (64).

Musca domestica (Diptera: Muscidae)

Musca domestica é um diptero pertencente a familia Muscidae (Figura 1),
considerada praga mundial desde a década de 50 (65), apresenta ampla distribuicao
geografica, é altamente sinantropica e incdmoda. Seu desenvolvimento € favorecido em
regides tropicais devido ao clima quente e também por suas larvas se desenvolverem a
partir de matéria organica em decomposicao (65-67).

Habitos peculiares dessas moscas como defecar e regurgitar sobre a alimentacdo
animal e humana, assim como seus habitos endofilicos levou ao reconhecimento
precoce de seu papel como vetor de patdgenos humanos e animais, especialmente 0s
responsaveis por doencas entéricas (68,69). A diversidade de doencas relacionadas a
contaminacéo levou ao estudo de insetos potenciais vetores de tais patdgenos, onde
M. domestica se destaca por carrear uma diversidade de patdgenos como: fungos
(70), virus (6,71), protozoarios (72,73), grande variedade de bactérias (7,74) incluindo

aquelas resistentes a diferentes antibiéticos (8,9,75). Esta espécie também é causadora
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de miiases secundérias tanto em humanos quanto em animais (76-79), podendo ainda
ser carreadoras de ovos de Dermatobia hominis que sdo dipteros causadores de miiases
primarias (80,81).

As moscas domesticas sdo notorias por sua capacidade de desenvolver
mecanismos comportamentais e metabdlicos para evitar e se desintoxicar dos inseticidas
quimicos, pois a resisténcia ao DDT (diclorodifeniltricloroetano) foi notada poucos anos
apos sua introducdo no mercado (82). Ao longo do tempo novos produtos quimicos
foram lancados e as moscas continuaram a adquirir resisténcia, até mesmo ao inseticida
regulador de crescimento (ciromazina), pois Bloomcamp et al. (83) constataram que em
M. domestica o inseticida ndo surtia efeito. Inseticidas de ultima geracdo como
imidaclorapida (84), Spinosad (85), Indoxacarb (86) e Malathion (87) também

apresentaram ineficacia em populac@es de M. domestica.

Tabela 1: Levantamento bibliografico das bactérias com atividade entomopatogénica
contra Musca domestica (Diptera: Muscidae).

Bactéria Concentracdo Mortalidade @ Mortalidade Meio de Referéncia
larval (%) adulto (%) crescimento
B. laterosporus = 1,3x10° UFC/g 100% 100% Meio LB Ruiu et al.
(40)
B. laterosporus 7,76x10° 70% - Agar Ferreira et
esporos/g Nutriente al. (39)
B. laterosporus = 1,10° UFC/mL 53% - Meio NYSM | Zimmer et
al. (88)
B. thuringiensis 20mg/g 83% - Meio NYSM Stein
thuringiensis (89)
B. thuringiensis 20mg/g 97% - Meio NYSM Stein
kenyae (89)
B. thuringiensis = 1,10° UFC/mL 40% - Meio NYSM | Zimmer et
israelensis al. (88)
B. thuringiensis = 1,10° UFC/mL 34% - Meio NYSM | Zimmer et
kurstaki al. (88)
Caldo
B. thuringiensis = 10°UFC/mL 70% - nutritivo Lonc et al.
israelensis suplementado (90)
com sais
B. thuringiensis 1,0 pl/g 87,5% - Meio LB Merdan
(91)
B. thuringiensis =~ 108 esporos 86% Caldo de soja = Mwamburi
israelensis /mL - tripticase etal. (92)
B. thuringiensis | 0,43 mg/mL 100% Mehrabi et
israelensis - Meio LB al. (93)
B.thuringiensis Indrasith et
var kurstaki 500 ul/ml 15% 90% Meio NYS al. (94)
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Figura 1: Musca domestica (Fonte: Agriculture and Agri-food Canada).

A fim de reduzir a densidade populacional de M. domestica, devido aos danos
econdmicos (69) e relacionados a saude publica (6,8,77), uma variedade de
biopesticidas tem sido estudada e implementada no mercado (95), incluindo cepas

entomopatogénicas de B. laterosporus e de B. thuringiensis (Tabela 1).

Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae)

Chrysomya putoria faz parte do grupo de moscas conhecidas popularmente
como moscas varejeiras (Figura 2), € exotica e apresenta alto grau de sinantropia
(96,97), é necrobiont6foga, pois suas larvas sdo causadoras de miiases secundarias
(98,99).

Esta espécie ainda esta associada a transmissdo de patdgenos, pois através de seu
habito alimentar, sua relacdo com ambientes antropicos e comportamento endofilico (3),
pousa em locais contaminados e posteriormente nos alimentos, assim como diretamente
sobre animais e humanos. Além disso, C. putoria € um vetor mecéanico potencial de
parasitas e patdgenos, inclusive: ovos de helmintos (4), virus e bactérias (5,100), pode
também carrear patégenos enterovirulentos envolvidos em doencas diarreicas (3), que
segundo a UNICEF (101) sdo responsaveis por matar mais de 1,5 milhdo de criancas

por ano.

Figura 2: Chrysomya putoria (Fonte: Marcelo Consolo - iNaturalist.org).
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Devido as caracteristicas de importancia na saude publica supracitadas e as
caracteristicas negativas dos inseticidas quimicos, que além de induzirem resisténcia
nos insetos sdo toxicos para 0s seres vivos e para 0 meio ambiente, juntamente ao
elevado custo dos produtos de ultima geracdo demonstram que o controle feito com
essas substancias pode, a longo prazo, se tornar ineficiente (87,102,103). Com isto,
métodos de controle alternativos ao quimico tém sido empregados, e as bactérias
entomopatogénicas ja sdo utilizadas em programas de controle biolégico contra diversos
grupos de insetos, em sua maioria, através de inseticidas formulados a partir de estirpes
de B. thuringiensis. Muitos estudos também demonstraram a capacidade entomocida de
B. laterosporus, no entanto, ainda sdo poucos os estudos em dipteros muscoides (Tabela
2).

Tabela 2: Levantamento bibliografico das bactérias com atividade entomopatogénica
contra dipteros muscoides da familia Calliphoridae.

Mosca Bactéria Concentracdo Mortalidade Meio de Referéncia
larval (%)  crescimento
C. megacephala | B. laterosporus 1x108 Meio NYSM | Carramaschi
(Shi 3) UFC/mL 70% et al. (38)
L. cuprina B. laterosporus 1,63x10° Agar Pessanha et
(NRS 590) UFC/mL 48% Nutriente al. (43)
B. thuringiensis Caldo
C. putoria (LFB- 18% nutritivo Oliveira et
FIOCRUZ 907) 326 mg/g suplementado al. (104)
com glicose e
metais
Caldo
B. thuringiensis nutritivo Cavados et
C. megacephala (LFB- 326 mg/g 62,7% suplementado al. (105)
FIOCRUZ 907) com glicose e
metais

Neste sentido, em fungdo do potencial de B. laterosporus e de B. thuringiensis
para o controle destes insetos (Tabelas 1 e 2), os bioensaios foram ampliados e o
presente estudo tem como objetivo testar diferentes concentragcdes de suspensdes de
esporos de estirpes de B. laterosporus e de B. thuringiensis var. kyushuensis que
apresentaram potencial entomopatogénico em testes preliminares, sobre larvas e adultos
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de M. domestica e de C. putoria. Através de microscopia eletronica de transmissdo
foram acompanhados os efeitos histopatologicos, nas larvas alimentadas com dieta

tratada com essas suspensoes.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Avaliar a bioatividade de suspensbes de esporos e do sobrenadante de bactérias

entomopatogénicas sobre larvas e adultos de Musca domestica e de Chrysomya putoria.

2.2. Especificos

e Determinar os efeitos das aplicacbes de suspensdes de esporos das quatro estirpes
de Brevibacillus laterosporus e uma de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis,
guanto ao peso larval e pupal, ao tempo de duracdo e a mortalidade dos estagios

larval, pupal e de neo larva a adulto de Musca domestica e de Chrysomya putoria;

e Avaliar os efeitos do sobrenadante (SN) de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis
Btk176, quanto ao peso larval e pupal, ao tempo de duracdo e a mortalidade dos

estagios larval, pupal e de neo larva a adulto de M. domestica e de C. putoria;

e Observar através de microscopia eletronica de transmissdo (MET) os efeitos
histopatoldgicos da estirpe bacteriana com maior potencial de mortalidade sobre as

células epiteliais de larvas;

e Analisar através de MET e microscopia eletrénica de varredura (MEV) as células

bacterianas de B. laterosporus e de B. thuringiensis var. kyushuensis;
e Calcular a concentracdo letal 50% (CL50) de cada tratamento bacteriano;

e Determinar a mortalidade de adultos de M. domestica e de C. putoria alimentados

com as suspensoes de esporos bacterianos.
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3. METODOLOGIA
3.1. Coleta e manutencao das colonias de Musca domestica e Chrysomya putoria

As coletas foram realizadas em cagambas de lixo localizadas na comunidade do
Amorim, RJ (22°52'32.2"S 43°15'01.9"W) (Figura 3). Apds coletadas, as moscas foram
levadas para o Laboratério de Entomologia Médica e Forense -
LEMEF/IOC/FIOCRUZ, onde foram identificadas com o auxilio de chaves de
identificacéo especificas e as coldnias de M. domestica e C. putoria foram adaptadas as
condi¢BGes de laboratério. Durante o periodo de experimentacdo as coldnias foram
mantidas em cadmara climatizada regulada a 27 £ 1 °C, umidade relativa do ar 70 + 10%
e com fotofase de 12h. Os insetos foram alimentados com solucdo acucarada (80% de
acucar) e quando necessario, foi oferecida carne putrefata para maturacdao dos ovulos e

estimulo a postura.

Figura 3: Coleta ativa em cacamba de lixo localizada na comunidade do Amorim, RJ (22°52'32.2"S
43°15'01.9"W).

3.2. Manutencao das colbnias bacterianas

As estirpes bacterianas encontram-se em estoque no LEMEF e estdo mantidas
em Agar Nutriente inclinado com 6leo mineral a temperatura ambiente e em BHI-
glicerol a -20 °C. A partir de testes preliminares com diferentes estirpes de B.
laterosporus que apresentaram mortalidade significativa nos testes de Oliveira et al.
(14), foram selecionadas quatro estirpes desta espécie e uma de B. thuringiensis var.
kyushuensis, totalizando cinco estirpes (Tabela 3), todas com atividade

entomopatogénica contra M. domestica e C. putoria.
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Tabela 3: Estirpes bacterianas utilizadas neste estudo e suas respectivas origens*.

Estirpes Origem da estirpe Fonte de Isolamento
NRS 590 — Brevibacillus
laterosporus American Type Culture Collection Néo identificada
Bon 707 — Brevibacillus Instituto de Higiene, Universidade de
laterosporus Aarhus, Aarhus C, Dinamarca Néo identificada
Bon 712 — Brevibacillus Instituto de Higiene, Universidade de
laterosporus Aarhus, Aarhus C, Dinamarca Nao identificada
Shi 3 — Brevibacillus Laboratério de Abelhas
laterosporus Bioambientais (USDA), Beltsville, Néo identificada
MD
Btk 176 — Bacillus Instituto Pasteur, Japdo
thuringiensis var. C6digo:CCGB0727 Bombyx mori
kyushuensis

* Maiores detalhes sobre as estirpes encontram-se no catalogo de linhagens CCGBC: Colegdo de culturas do género Bacillus e
géneros correlatos (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz).

3.2.1. Obtencéo do crescimento bacteriano, preparacéo das suspensoes,

diluicdes e contagem de UFC/mL

A suspensdo de esporos foi obtida a partir de crescimento bacteriano em caldo
NYSM (106) estéril. Seguindo a fermentacdo em agitador a 200rpm, 31°C por 72h. Este
crescimento foi acompanhado por microscopia Optica. Quando o crescimento atingiu
mais de 90% de células esporuladas, o0 mosto fermentado foi submetido a centrifugacéo
refrigerada a 4°C, 3600 rpm por 40 min.

O sobrenadante de B. thuringiensis var. kyushuensis (Btk176) foi estocado e
tratado de acordo com Johnson et al. (107) para ser utilizado nos bioensaios com neo
larvas e adultos a fim de se investigar a presenca de p-exotoxina.

Ja o mosto fermentado contendo as células esporuladas foi estocado em frasco
ambar onde o pH foi ajustado com &cido propidnico para 5.0. Ao final, os frascos com
todas as bactérias foram estocados a 4°C. As suspensdes foram diluidas em agua
destilada estéril para obtencdo das diferentes concentragdes. Para a contagem de
esporos, foi calculada a UFC/mL (Unidades Formadoras de Col6nias/mL) que para tal,
1mL do induto de crescimento foram aliquotados e transferidos para tubo de ensaio com

tampa de atarraxar contendo 9mL de agua destilada estéril. Apds homogeneizacao a
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diluicio seguiu até 10° e 10 de onde foram retiradas trés aliquotas de 0,1mL para o

plaqueamento e consequente célculo da UFC/mL.

3.3. Bioensaios

3.3.1. Bioensaio com neo larvas

Diferentes suspensdes de esporos bacterianos foram oferecidas as neo larvas.
Estas suspens6es foram misturadas na dieta a base de carne bovina moida putrefata com
farelo de trigo (2,59) para M. domestica. Para C. putoria dieta a base de carne bovina
moida putrefata (5g), ambas em copinhos plasticos onde foram colocadas 10 neo larvas
em cada respectiva dieta (Figura 4). O experimento foi observado diariamente, e as
larvas e as pupas contadas e pesadas. Em paralelo as larvas foram coletadas para
microscopia eletronica. As larvas maduras foram alocadas em tubos de ensaio contendo
vermiculita que foram tampados com algoddo hidréfobo para pupacéo, emergéncia dos
adultos e observacdo das alteragcfes morfoldgicas. Os experimentos foram conduzidos
em camara climatizada tendo a temperatura de 27+ 1°C, umidade relativa do ar de 70+
10% e 12h de fotofase. Os resultados sdo as médias de dois bioensaios, cada um com 5

repeticoes.

Figura 4: Dieta a base de carne bovina moida putrefata para o bioensaios com neo larvas.

3.3.2. Bioensaio com adultos

Trés gaiolas para cada grupo tratado e controle, cada uma contendo cinco
adultos recém-emergidos foram utilizadas (Figura 5). A partir de entdo foram oferecidos
ao grupo tratado 2,5mL de suspensédo bacteriana misturados a 2,5mL de solugdo 50% de

acucar. Para o grupo controle foram oferecidos 2,5mL de agua destilada misturada a
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2,5mL de solucdo 50% de aclcar. O bioensaio foi acompanhado diariamente durante
quatro dias para a verificacdo da mortalidade de acordo com Indrasith et al. (94). Os

resultados sdo as médias de dois bioensaios, cada um com 3 repetigdes.

Figura 5: Gaiolas do bioensaio com adultos recém emergidos.

3.4. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

As alteracGes ultraestruturais ocorridas no intestino das larvas devido a ingestédo
de esporos bacterianos foram observadas através da técnica de microscopia eletrnica
de transmissé&o.

As células bacterianas utilizadas neste estudo também foram observadas através
da técnica de microscopia eletrénica de transmissdo, a fim de analisar detalhes de sua

ultraestrutura.

3.4.1. Disseccao das larvas

Para disseccdo do trato digestorio foram extraidas larvas com 6h, 12h, 24h e 48h
de alimentacdo na dieta bacteriana e no controle (Figura 6). A secdo utilizada foi a
porcao posterior do intestino médio, como descrito por Ruiu et al. (45), identificada pela
proximidade dos tubulos de Malpighi.
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Figura 6: Dissec¢do do trato digestério de Musca domestica
L: larva; i: intestino.

3.4.2. Processamento das amostras (trato digestério)

O material dissecado foi fixado com glutaraldeido (G.A.) a 2,5%, em tampéo
cacodilato de sddio 0,1M suplementado com sacarose e estocado em tubos Eppendorf®
na geladeira a 4°C por volta de 72h. Posteriormente o material foi lavado em tampéao
cacodilato de sédio 0,1M suplementado com sacarose 0,1M por trés vezes consecutivas,
cada uma por 10 min, pds-fixado com tetréxido de 6smio a 1% e ferrocianeto de
potassio 0,8% por 40 min no escuro (1:1), lavado por trés vezes em tampao cacodilato
de sodio a 0,1M e desidratado em série ascendente de acetona a 30%, 50%, 70%, 90%
cada etapa com duracdo de 15 min e 100% por trés vezes consecutivas. Em seguida o
material foi infiltrado com uma mistura de acetona 100% e resina Epoxi (Epon)
(propor¢do 2:1) por 4h, posteriormente na propor¢do de 1:1 overnight
(aproximadamente por 12h), e em Epon puro por 6h, incluido em Epon e polimerizado
em estufa por 72h a 60°C. Os blocos polimerizados foram levados a Plataforma de
Microscopia Eletronica Rudolph Barth (IOC/Fiocruz) para os cortes ultrafinos em
ultramicrotomo Leica Ultracut S, contrastagdo com acetato de uranila a 5% em
escuridao total e em seguida com citrato de chumbo a 2%. Os cortes foram observados
em microscoépio eletrénico de transmissdo modelo Jeol JEM-1011.

3.4.3. Processamento das amostras (bactérias)

O pellet bacteriano foi fixado com glutaraldeido (G.A.) a 2,5%, em tampao

cacodilato de sodio suplementado com sacarose (pH 7,2) e estocado em tubos Falcon na
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geladeira a 4°C por volta de 1h. Posteriormente o material foi centrifugado a 4500 rpm
por 10 min, depois foi lavado em tampéo cacodilato de sédio 0,1M suplementado com
sacarose 0,1M por trés vezes consecutivas. A cada etapa o material foi vortexado e

centrifugado a 4500 rpm por 10 min.

As amostras foram pdés-fixadas com tetroxido de 6smio a 1% e ferrocianeto de
potéssio 0,8% por 30 min no escuro (1:1), lavado por trés vezes em tampéo cacodilato
de s6dio a 0,1M e desidratado em serie ascendente de acetona a 30%, 50%, 70%, 90%.
Em cada uma das etapas o material foi vortexado e centrifugado a 4500 rpm por 10 min,
e em acetona 100% por trés vezes consecutivas. Em seguida o material foi infiltrado
com uma mistura de acetona 100% e resina Epoxi (Epon) (proporc¢édo 2:1) por 4h,
posteriormente na proporcéo de 1:1 overnight (aproximadamente por 12h), e em Epon
puro por 4h, incluido em Epon e polimerizado em estufa por 72 h a 60°C. Os blocos
foram levados a Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolph Barth (IOC/Fiocruz)
para os cortes ultrafinos em ultramicrétomo Leica Ultracut S, contrastagdo com acetato
de uranila a 5% em escuriddo total e em seguida com citrato de chumbo a 2%. Os cortes

foram observados em microscopio eletrénico de transmissdo modelo Jeol JEM-1011.

3.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As bactérias utilizadas neste estudo foram observadas através da técnica de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) para observacdo de suas estruturas

morfolégicas, assim como a formacao de esporos e cristais.

3.5.1. Preparo das amostras bacterianas

O pellet bacteriano foi fixado e pds-fixado conforme o preparo das amostras
bacterianas para MET.

O material foi aderido em laminulas revestidas com poli-L-lisina por 48h em
placa de Elisa. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série ascendente de
etanol a 30%, 50%, 70%, 90% por 10 min, e em etanol 100% por trés vezes
consecutivas. Em seguida o material foi encaminhado para Plataforma de Microscopia
Eletronica Rudolph Barth (IOC/Fiocruz) para secagem ao ponto critico (40 min).

Posteriormente as laminulas foram aderidas com fita dupla face nos suportes metalicos
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stubs, e foram novamente encaminhadas a plataforma de microscopia eletronica para
metalizagdo com ouro, e analise em microscopio eletrénico de varredura modelo Jeol
JSM-6390LV.

3.6. Analise dos dados

Os resultados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA: P <
0,05) e o teste de Tukey (P < 0,05) foi utilizado para a analise da significancia
estatistica. J& o desvio padrdo foi calculado através da média dos experimentos. O
pacote estatistico Graphpad® Instat foi utilizado para a realizacdo dos calculos
estatisticos. A mortalidade do estagio larval foi contabilizada pelas larvas que néo se
tornaram pupas, a mortalidade pupal foi contabilizada através das pupas que ndo se
tornaram adultos e a mortalidade de neo larva a adulto foi contabilizada pelas larvas que
ndo chegaram a adultos. A mortalidade foi calculada seguindo a formula
(Mortalidade%=100—Viabilidade%). A férmula de Abbott (108) foi aplicada para a
correcdo dos resultados de mortalidade. A concentracdo da preparacdo que induz a
morte de 50% dos insetos em teste (CLso) foi determinada apds 48h de exposicao e foi
expressa na diluicdo final da concentragdo letal ou UFC/mL e os resultados foram
analisados pelo programa Probit e os valores de CLso e teste de normalidade (<0,05)

foram médias de dois experimentos.

4., RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Efeitos subletais

4.1.1. Musca domestica (Linnaeus, 1758)

Os efeitos subletais causados pelas estirpes de B. laterosporus, incluem atraso no
desenvolvimento pos-embrionario e redugdo no peso das pupas, quando comparados ao

grupo controle.

Ruiu et al. (40,109) aplicaram B. laterosporus no controle de M. domestica e
observaram um aumento significativo no tempo de desenvolvimento larval dos insetos,

reducdo no peso das pupas e reducdo na taxa de emergéncia de adultos, quando as larvas
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foram tratadas com concentracdes subletais de esporos em sua dieta. Também
observamos uma reducdo no peso das pupas tratadas com a concentragdo de 2,2x10’
UFC/mL (Tabela 7) e um aumento significativo na duracdo em dias do
desenvolvimento pds-embrionario de todos os estagios analisados (larval, pupal e de
larva ao adulto (total) quando as larvas de M. domestica foram tratadas com suspensoes
de esporos da mesma bactéria, porém com estirpes diferentes (Tabelas 4, 6 e 7).

Ferreira et al. (39) observaram em seu estudo que a estirpe Bon 707 ndo alterou
0 peso das pupas, corroborando com nossos resultados sobre esta estirpe (Tabela 5).
Porém, a mesma estirpe causou um pequeno atraso no desenvolvimento de larva ao
adulto (Tabela 5).

Em relacdo ao atraso no desenvolvimento pés-embrionario ocasionado pelas
estirpes de B. laterosporus em estudo, foi visto que isto ocorreu nas concentragdes
subletais, ou seja, as concentragdes com menor indice de letalidade que sdo as menores
concentragdes: 107 e 10° UFC/mL (Tabelas 4, 5, 6 e 7). O mesmo foi observado por
Zimmer et al. (88) quando as larvas de M. domestica foram tratadas com concentracdes
subletais (1,0 x 10" UFC/mL) de B. laterosporus, pois em sua maioria os periodos mais

longos foram associados as concentragdes mais baixas.

Tabela 4: Efeito subletal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus
NRS590 nas concentragbes de 3,3x10’UFC/mL (concentracdo 2) e 3,3x10° UFC/mL
(concentracdo 3) sobre a duracdo (em dias) do desenvolvimento pés-embrionario e o
peso pupal de Musca domestica em condicdes de laboratorio.

Tratamento

(1ml/2,5g de dieta) Estagio de desenvolvimento

Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso pupal

Média + DP VI Média+£ DP VI Média + DP VI Média + DP (mg)

Controlecomagua  4,73+0,44, 4-5 572+045, 5-6 12,02+0,18, 12-12 11,50*1,52,
3,3x10" UFC/mL  510+0,31,c 5-5 6,10+0,31,c 6-6 1194+041, 11-12 10,71+1,96,

3,3x 105 UFC/mL  6,03+0,19.,™6-6 7,00+ 0,27¢,™7 7 1145+157,711-13 11,03 = 2,60,

As letras a, b, ¢ séo usadas para demonstrar diferencas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e
Ronhlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.
VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padréo.
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Tabela 5: Efeito subletal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus
Bon707 nas concentragBes de 2,6x10” UFC/mL (concentragdo 2) e 2,6x10° UFC/mL

(concentracdo 3) sobre a duragdo (em dias) do desenvolvimento pds-embrionério e o

peso pupal de Musca domestica em condicgdes de laboratorio.

Tratamento
(1ml/2,5g de dieta)

Estagio de desenvolvimento

Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso pupal

Média+DP VI Média+=DP VI  Média+ DP VI Média + DP (mg)
Controle com 4gua 4,07 £ 0,44, 4-4 523+0,76a 5-6 11,03+129, 11-12 9,87 £0,22,
2,6 x10" UFC/mL  4,11+0,93, 4-5 572+033, 5-6 12,42+093, 12-13 9,00 + 0,98,
2,6 x10° UFC/mL 5,01+008, 5-5 598+0,19. 5-6 11,29+087, 11-12 9,15+1,01,

As letras a, b sdo usadas para demonstrar diferengas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P <0,05) (Sokal e Rohlf,

1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padréo.

Tabela 6: Efeito subletal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus
Bon712 nas concentragBes de 3,3x10” UFC/mL (concentragdo 2) e 3,3x10° UFC/mL

(concentracdo 3) sobre a duracdo (em dias) do desenvolvimento pos-embrionario e o

peso pupal de Musca domestica em condi¢des de laboratdrio.

Tratamento
(Iml/2,5g de dieta)

Estagio de desenvolvimento

Larval

Média£DP VI

Pupal Larva ao adulto (total)

Média=DP VI Média £ DP VI

Peso pupal

Média + DP (mg)

Controle comdgua 4,48 +0,61, 4-5

3,3x 10" UFC/mL 5,10 £ 0,815 6

3,3x 10 UFC/mL 6,37+ 0,69, 6 7

578+023 5-6 11,14+0,08, 11-11

6,10+ 051, 6—-7 11,94+041p. 11-12

7,00+027., 7—-7 11,75+ 1,57¢,™ 12 -13

11,39 + 1,55,
10,70 + 1,96,

11,03 + 2,01,

As letras a, b, ¢ sdo usadas para demonstrar diferengas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e

Rohlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padrdo. Os niveis de significancia maior sdo
representados como *** P <0,001 vs grupo controle.
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Tabela 7: Efeito subletal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus Shi 3
nas concentragdes de 2,2x10°7 UFC/mL (concentragdo 2) e 2,2x10° UFC/mL
(concentracdo 3) sobre a duragdo (em dias) do desenvolvimento pds-embrionério e o

peso pupal de Musca domestica em condic¢des de laboratdrio.

Tratamento

(1ml/2,5g de dieta) Estagio de desenvolvimento

Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso pupal

Média = DP VI Média+DP VI Média + DP VI Média + DP (mg)

Controle com 4gua 4,73+0,44, 4-5 572+045,, 5-6 12,02+0,68, 12-12 1150+152,
2,2x10" UFC/mL 6,21+ 0,83, 67 6,80 £ 0,40, 6—-7 13,42+091,,713-14 8,67 +2,88,™

22x10° UFC/mL  5,64+0,67c; 5-6 6,62+049,™ 67 13,29+0,96.,™ 1314 12,51 +2,94,

As letras a, b, ¢ sdo usadas para demonstrar diferencas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e
Rohlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variacdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padrdo. Os niveis de significancia maior sdo
representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Houve reducdo estatisticamente significativa sobre o peso pupal e aumento
significativo na duracdo em dias do desenvolvimento p6s-embrionério quando se usou a
suspensdo de esporos (Tabela 8). No entanto, ndo houve nenhuma alteragéo
estatisticamente significativa dentro dos grupos controle (com agua e com meio de
cultura NYSM), nem do sobrenadante (SN) em nenhum dos periodos analisados: 24h,
48h e 72h (Tabela 8).

Zimmer et al. (88) avaliaram em seu estudo a bioatividade de B. thuringiensis
israelensis e B. thuringiensis var. kurstaki sobre o desenvolvimento p6s-embrionario de
M. domestica e observaram um atraso significativo nos estagios larval e pupal. Neste
estudo também observamos um atraso estatisticamente significativo nos estagios larval
e pupal quando os insetos foram tratados com as duas concentracdes subletais (Tabela
8). No entanto, apenas a menor concentragio de 2,4 x 10° UFC/mL causou atraso em
todos os estagios de desenvolvimento analisados: larval, pupal e de larva ao adulto
(Tabela 8).

Em relacdo ao peso das pupas, foi observado um aumento estatisticamente

significativo sobre o peso das pupas tratadas com as duas concentracdes subletais
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(Tabela 8). Em contraste, Zimmer et al. (88) ndo observaram nenhuma alteracao sobre o

peso pupal.

Estes dados, assim como de outros estudos, sugerem que o efeito tdxico
bacteriano pode retardar significativamente o desenvolvimento das larvas, desse modo

levando a um periodo larval e pupal prolongado (88,110).

Tabela 8: Efeito subletal da suspensdo de esporos B. thuringiensis var. kyushuensis
Btk176 nas concentracdes de 2,4 x 10" UFC/mL (concentragdo 2) e 2,4 x 108 UFC/mL
(concentracdo 3) e do sobrenadante (SN) no intervalo de 72h de crescimento sobre a
duracdo (em dias) do desenvolvimento pds-embrionério e o peso pupal de Musca
domestica em condi¢des de laboratério.

Tratamento

(1ml/2,5g de dieta)

Estagio de desenvolvimento

Peso pupal

Larval Pupal Larva ao adulto (total)

MédiaDP VI Média+ DP VI Média + DP VI

Média + DP (mg)

Controle comégua 4,16 +0,37, 4-5 498+0,55 4-5 10,55+0,69, 10-11 11,45+ 2,31,
24x10" UFC/mL 655+ 4,40, 6-10 6,78 +3,93,c 6-10 10,46 + 0,67, 10-11 14,46 + 2,36y
2,4x105UFC/ImL 6,64 +4,78p~6-11 7,12 + 3,337 - 10 10,47+169, 10-12 13,51+ 1,08
Controle NYSM 469+135 4-6 530+104. 5-6 10,20+ 0,53, 10-11 10,13 + 1,08,
SN 24h 516+134, 5-6 571+114, 5-6 10,30+0,58, 10-11 11,22 +1,32,
SN 48h 566+109 5-6 602+131, 6-7 10,50 + 0,67, 10-11 11,12+ 1,34,
SN 72h 563+127, 5-6 6,25+098, 6-7 10,51+0,79. 10-11 11,14+ 1,79,

As letras a, b, ¢ sdo usadas para demonstrar diferengas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e
Rohlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padrdo. Os niveis de significancia maior sdo
representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Poderiamos especular sobre os motivos que levaram a esses efeitos subletais:

mudancas hormonais? Microbiota? Interacdo entre microbiota e horménio?
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Os dipteros muscoides sao insetos holometabolos (Figura 7), que passam por
intensa metamorfose ao longo do seu desenvolvimento. Os principais hormonios
envolvidos no desenvolvimento, na metamorfose e na reproducdo Sdo 0S neuro-
horménios, o horménio juvenil e a ecdisona (111,112). A ecdisona é o hormonio que
controla a muda de todos os artrépodes em interacdo com o horménio juvenil, é
secretada por determinadas glandulas e circula pela hemolinfa dos insetos agindo
diretamente sobre as células epidérmicas (112).

Desta forma, qualquer alteracdo na acdo dos horménios durante este periodo de
metamorfose pode resultar na interrupcdo ou na anormalidade do desenvolvimento e da

reproducdo dos insetos, através de descontroles ou disfungdes hormonais (113).

Como funcionam as moscas

I J A A-A‘

Figura 7: Ciclo de vida das moscas (Fonte: areaprojectojns.blogspot.com/2009/11/ciclo-de-vida)

Nosso conhecimento atual sobre as fun¢Ges microbianas no intestino de insetos
ainda é limitado em relacdo a imensa diversidade de espécies existentes. Ha evidéncias
convincentes de que as bactérias intestinais podem promover o crescimento sistematico
e o desenvolvimento de Drosophila melanogaster, sendo capazes de modular a
sinalizacdo hormonal de seus hospedeiros (114,115). No entanto, alteragdes na
microbiota que podem ser geradas pela invasdo de um novo microrganismo ou pela
perda de microrganismos que sdo habitantes naturais (mutualisticos), podem afetar o
inseto de forma positiva ou ndo (116). Ainda foi observado que a microbiota nativa

de D. melanogaster influencia a homeostase das células e que a resposta do hospedeiro
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depende da carga bacteriana e da composicdo da comunidade bacteriana no intestino
médio do inseto (116,117).

Isto nos leva a questionar até que ponto 0s microrganismos intestinais comensais
das moscas utilizadas no presente estudo poderiam estar sendo afetados pela introducéo
massiva das estirpes bacterianas aplicadas nas dietas, afetando assim os resultados
obtidos.

Maior foco aos estudos que relacionam as alteragdes na microbiota, no
metabolismo e nos horménios dos insetos, entre outros fatores, precisa ser estimulado
para que entdo possamos revelar os reais fatores envolvidos nas alteracbes do
desenvolvimento pos-embrionério dos insetos tratados com concentragdes subletais de

bactérias entomopatogénicas.

4.1.2. Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818)

Oliveira et al. (104) avaliaram o potencial de B. thuringiensis LFB-FIOCRUZ
907 e observaram uma reducdo no peso das larvas maduras quando C. putoria foi
alimentada com concentracdes subletais. De tal forma nossos resultados apresentaram
reducdo significativa sobre peso das larvas maduras quando as neo larvas de C. putoria
foram tratadas com suspencgdes de esporos tanto de B. laterosporus (Tabelas 10 a 12)
quanto de B. thuringiensis var. kyushuensis (Tabela 13) sugerindo inibicdo da
alimentacao.

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas em todos os estagios
do desenvolvimento pés-embrionario analisados: larval, pupal e de larva ao adulto
(total).

O atraso no desenvolvimento larval, pupal e de larva ao adulto foi avaliado no
tratamento com a estirpe Bon 707, apenas na maior concentracdo testada que foi de
1,8x10" UFC/mL (Tabela 10). No tratamento com as demais estirpes de B. laterosporus
0 atraso no desenvolvimento pds-embrionario ocorreu nas concentragdes subletais: 107
UFC/mL e 10%° UFC/mL (Tabelas 11 e 12). No tratamento com a estirpe Btk 176 foi
observado um pequeno atraso no desenvolvimento larval quando as neo larvas foram
tratadas com a concentracdo de 2,4x107 UFC/mL (Tabela 13). Ndo foi avaliada

alteracéo sobre o desenvolvimento pupal. No entanto, houve um atraso significativo no
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desenvolvimento de larva ao adulto em todas as concentragdes de esporos testadas

quando comparadas ao grupo controle (Tabela 13).

Na Tabela 9 ¢é possivel observar uma pequena aceleracdo no desenvolvimento
pupal das moscas tratadas com esta estirpe na concentracio de 3,3x10° UFC/mL,
enquanto que a concentragdo de 10" UFC/mL n&o diferenciou estatisticamente do grupo
controle (Tabela 9).

Ferreira et al. (39) e Carramashi et al. (38), observaram que a estirpe Bon 707
n&o influenciou a atividade alimentar de M. domestica e C. megacephala. Uma vez que
a natureza especifica da entomopatogenicidade de B. laterosporus ndo esta totalmente
esclarecida, ainda é prematuro determinar se a inibicdo da alimentacdo observada é uma

caracteristica especifica desta linhagem.

Tabela 9: Efeito subletal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus
NRS590 nas concentragdes de 3,3x10” UFC/mL (concentragdo 2) e 3,3x10% UFC/mL
(concentracdo 3) sobre a duracdo (em dias) do desenvolvimento pds-embrionario e o

peso larval de Chrysomya putoria em condi¢6es de laboratdrio.

Tratamento

(3ml/5g de dieta) Estagio de desenvolvimento

Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso larval

Média+ DP VI Média+DP VI Média + DP VI Média £ DP (mg)

Controle comégua 3,86 +0,40. 3-4 522+0,70. 5-6 10,50+0,59, 10-11 33,47 + 4,09,
33x10" UFC/mL  4,04+0,04, 4-4 500+098, 5-6 10,15+0,79, 10-11 31,72 + 6,86,

33x10° UFC/mL  3,79+0,40, 3-4 474+044, 4-5 10,48 £0,50, 10-11 34,14+ 4,71,

As letras a, b sdo usadas para demonstrar diferencas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e Rohlf,
1981) seguidos por teste de Tukey.
VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padréo.
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Tabela 10: Efeito subletal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus
Bon707 nas concentracbes de 1,8x10” UFC/mL (concentragdo 1), 1,8x10° UFC/mL
(concentracdo 2) e 1,8x10° UFC/mL (concentracdo 3) sobre a duragdo (em dias) do
desenvolvimento pds-embrionario e o peso larval de Chrysomya putoria em condigdes

de laboratorio.

Tratamento Estagio de desenvolvimento
(3ml/5g de dieta)
Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso larval
MédiatDP VI Média+ DP VI Média = DP VI Média + DP (mg)

Controlecoméagua 456+091, 4-6 546+055 5-6 9,49 + 1,56, 9-11 48,16 £ 7,90,
1,8x107UFC/mL  6,93+0,97,™ 7-8 7,68+0,91, 7-9 10,73 £2,96,™ 11-13 32,39 £ 8,76,™
1,8x 108 UFC/mL  4,42+087, 4-6 541+0,76, 5-6 9,61 + 0,56, 9-11  51,91+9,40,

1,8x10° UFC/mL 5,05+141, 5-6 594+139, 6-7 9,69 +0,81, 9-11 44,32%12,57,

As letras a, b, c, d sdo usadas para demonstrar diferencas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P <0,05) (Sokal e
Rohlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padrdo. Os niveis de significAncia maior séo
representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Tabela 11: Efeito subletal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus
Bon712 nas concentragdes de 3,3x10” UFC/mL (concentracdo 2) e 3,3x10° UFC/mL
(concentracdo 3) sobre a duracdo (em dias) do desenvolvimento p6s-embrionario e o

peso larval de Chrysomya putoria em condi¢des de laboratdrio.

Tratamento Estagio de desenvolvimento
(3ml/5g de dieta)
Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso larval
Média+ DP VI Média+ DP VI Média + DP VI Média + DP (mg)

Controle coméagua 3,48+050, 3-4 448+050. 4-5 9,30+ 0,47, 9-9 36,12 + 4,37,
3,3x10" UFC/mL  361+058, 3-4 481+074, 4-5 10,22+0,94,c™10-11 32,87 6,49

33x10° UFC/mL 392+0,98, 3-5 544%066," 5-6 9,97 +1,05, 10-11 30,13 + 6,25

As letras a, b, ¢ s@o usadas para demonstrar diferencas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e
Rohlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padrdo. Os niveis de significancia maior sdo
representados como *** P <0,001 vs grupo controle.
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Tabela 12: Efeito subletal da suspensao de esporos de Brevibacillus laterosporus Shi 3
nas concentragbes de 2,2x108 UFC/mL (concentragdo 1), 2,2x10" UFC/mL
(concentracdo 2) e 2,2x10% UFC/mL (concentragdo 3) sobre a duragdo (em dias) do
desenvolvimento pds-embrionario e o peso larval de Chrysomya putoria em condigdes

de laboratorio.

Trat t L . .
(3mlr/6153r32n d?eta) Estagio de desenvolvimento
Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso larval
MédiatDP VI MédiatDP VI Média = DP VI Média £ DP (mg)

Controle comégua 3,61+042, 3-4 477+039. 4-5 10,01 +1,37, 10-11 37,01 + 3,44,
22x108UFC/mL  3,62+049, 3-4 473+091. 4-5 10,73 +£2,96p™ 11 - 13 35,99 + 4,86,
22x10" UFC/mL  359+0,49, 3-4 5,41+0,76pc 5-6 9,61 + 0,56, 9-11 34,89 + 4,63,
22x10UFC/mL  392+1,09, 3-5 594+099, 5-7 9,69+ 0,81, 9-11 30,84 £5,11p™

As letras a, b, ¢ sdo usadas para demonstrar diferencas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e
Rohlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padréo. Os niveis de significancia maior sdo
representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Tabela 13: Efeito subletal da suspensdo de esporos B. thuringiensis var. kyushuensis
Btk176 nas concentracdes de 2,4 x 108 UFC/mL (concentragdo 1), 2,4 x 10" UFC/mL
(concentracdo 2) e 2,4 x 10° UFC/mL (concentracdo 3) e do sobrenadante (SN) no
intervalo de 72h de crescimento sobre a duracdo (em dias) do desenvolvimento pos-

embrionario e o peso larval de Chrysomya putoria em condicGes de laboratorio.

Tratamento

(3ml/5q de dieta) Estagio de desenvolvimento

Larval Pupal Larva ao adulto (total) Peso larval
Média+DP VI Média+DP VI Média + DP VI Média + DP (mg)
Controle coméagua 3,67+0,47, 3-4 464+048, 4-5 9,19+ 0,10, 9-9 36,99 + 6,63,

24x10°UFC/mL  376+067. 3-4 457+050, 4-5  9,87+0,99.4"10- 11 31,55 + 3,46p.c.4™
24x10" UFC/mL  4,18+080, 4-5 495+074, 4-5 1022+173¢"10-12 33,13 +9,07cpg
24x105UFC/mL  371+054, 3-4  480+05l, 4-5 10,14+0,824c710-11 32,90 +7,174pc
Controle NYSM  3,61+049, 3-4 456+050, 4-5 941+049, 9-10 37,14 £5.28,

SN 72h 368+046, 3-4 472+05l, 4-5 946+050, 9-10 34,88 £ 6,15,

As letras a, b, ¢, d sdo usadas para demonstrar diferencas estatisticas calculadas por ANOVA 1, (P < 0,05) (Sokal e
Ronhlf, 1981) seguidos por teste de Tukey.

VI = variagdo de intervalo em dias. Valores sdo médias + DP= Desvio padrdo. Os niveis de significancia maior séo
representados como *** P <0,001 vs grupo controle.
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4.2. Letalidade nos estagios de desenvolvimento e CL50
4.2.1. Musca domestica (Linnaeus, 1758)

Os bioensaios com as quatro estirpes de B. laterosporus testadas: NRS 590
(Figura 8), Bon 707 (Figura 9), Bon 712 (Figura 10) e Shi 3 (Figura 11) contra as neo
larvas de M. domestica mostraram sua atividade entomopatogénica, ocasionando
mortalidade larval, pupal e de larva ao adulto (total) estatisticamente significativa
quando comparadas ao grupo controle.

A estirpe NRS 590 causou mortalidade de 100% das larvas tratadas com a
suspensdo esporulada na concentragdo de 3,3x10% UFC/mL (Figura 8), corroborando os
resultados de Ruiu et al. (40) que também observaram 100% de mortalidade nas larvas
de M. domestica quando estas foram tratadas com esporos de B. laterosporus na

concentracdo de 1,3x10° UFC/g.

Ferreira et al. (39) avaliaram o efeito letal da estirpe Bon 707 sobre as larvas de
M. domestica e obtiveram 70% de mortalidade quando as mesmas foram tratadas com a
concentragéo de 7,76x108 esporos/g. Também avaliamos o potencial desta estirpe sobre
M. domestica e no tratamento com a maior concentracéo testada (2,6x108 UFC/mL=1,04
x108 esporos/g) a letalidade larval foi de 96% e a total somando 98%. No tratamento
com a concentragdo 2 (2,6x10” UFC/mL) a mortalidade larval foi de 56% e a total foi
59%, e no tratamento com a concentracéo 3 (2,6x10°® UFC/mL) a mortalidade larval foi
de 32% e a total chegou a 50% (Figura 9).

No bioensaio com a estirpe Bon 712 a mortalidade larval foi de 99% (Figura 10)
e com a estirpe Shi 3 a mortalidade larval chegou a 98,5% (Figura 11), ambas na maior
concentragio testada (108 UFC/mL) e na segunda concentragdo (107 UFC/mL) a
mortalidade de ambas foi superior a 60%.

Zimmer et al. (88) observaram em seu estudo que B. laterosporus matou 53%
das larvas de M. domestica, quando 35mL de suspensdo bacteriana na concentracdo de
1x10° UFC/mL foi misturada a com 30g de dieta composta de p6 de carne desidratada e
serragem (proporc¢éo de 2: 1), sendo 1g de dieta por larva (n=30).
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Figura 8: Efeito letal da suspenséo de esporos de Brevibacillus laterosporus NRS 590 nas concentracdes
de 3,3x10® UFC/mL (concentragdo 1), 3,3x107 UFC/mL (concentragdo 2) e 3,3x10® UFC/mL

(concentracdo 3) sobre Musca domestica em condicGes de laboratério.
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Os niveis de significancia maior sdo representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Figura 9: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 707 nas concentracdes
de 2,6x10® UFC/mL (concentragdo 1), 2,6x107 UFC/mL (concentracdo 2) e 2,6x105 UFC/mL

(concentracdo 3) sobre Musca domestica em condi¢des de laboratério.
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Figura 10: Efeito letal da suspenséo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 712 nas concentracdes
de 3,3x10® UFC/mL (concentragdo 1), 3,3x107 UFC/mL (concentragdo 2) e 3,3x10®° UFC/mL
(concentracdo 3) sobre Musca domestica em condi¢des de laboratério.
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Os niveis de significancia maior sdo representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Figura 11: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus Shi 3 nas concentracdes de
2,2x108 UFC/mL (concentragdo 1), 2,2x10” UFC/mL (concentragdo 2) e 2,2x108 UFC/mL (concentragio

3) sobre Musca domestica em condi¢des de laboratério.
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O teste com a estirpe esporulada Btk 176 resultou em eficicia desta espécie
bacteriana sobre M. domestica (Figura 12). O grupo controle (controle com &gua e
controle com meio NYSM) ndo apresentou diferencas estatisticas quando comparados
entre si (Figura 12).

Johnson et al. (107) em 1998 observaram que o sobrenadante do crescimento de
sorotipos de B. thuringiensis induziram mortalidade significativa em M. domestica
tratadas apos 48h. Em contraste, o controle negativo com a cepa ndo produtora de B-
exotoxina ndo causou mortalidade. Neste estudo o sobrenadante (SN) ndo causou
mortalidade estatisticamente significativa nem para as larvas, nem para os adultos de M.
domestica (Figuras 12 e 24), sugerindo entdo que a estirpe Btk 176 de B. thuringiensis
var kyushuensis ndo € produtora de B-exotoxina, pois o sobrenadante foi tratado de
acordo com Johnson et al. (107), sendo autoclavado para eliminacdo das demais toxinas,
no intuito de selecionar apenas a -exotoxina, que, de acordo com Sharma e Sahu (118),
é uma exotoxina termoestavel secretada no sobrenadante. Estudos indicam que alguns
isolados de B. thuringiensis com potencial de acdo sobre larvas e adultos de M.
domestica sao produtores de B-exotoxina (107,119). B-exotoxina, também conhecida
como thuringiensina (thu) possui toxicidade contra diferentes ordens de insetos (120).
No entanto, esta exotoxina também possui atividade hemolitica e citolitica contra
organismos nao-alvo, vertebrados e inclusive contra humanos (121-124), pois sua
atividade inseticida € derivada da sua semelhanca com o ATP (trifosfato de adenosina)
(123,125). Deste modo a thuringiensina atua inibindo a acdo da RNA polimerase,
através da competicdo pelo ATP, causando efeitos teratogénicos e mutagénicos também

em vertebrados (126).

Por isto, desde a década de 90 a Organizacdo Mundial de Saude recomenda ndo
utilizar estirpes produtoras de thuringiensina na formulacéo de biopesticidas (121,127).
Sendo assim, a producdo de thuringiensina € um fator limitante na selecdo de novas

linhagens de B. thuringiensis com potencial bioinseticida (120,128).

Merdan (91) avaliou 87,5% de mortalidade sobre as larvas de M. domestica
alimentadas com fezes de galinha contaminadas por B. thuringiensis (preparagédo
laboratorial) a 1,0 ul/g. Uma mortalidade semelhante foi avaliada por Mwamburi et al.

(92), onde 86% das larvas foram mortas quando M. domestica foi alimentada com dieta
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contendo 100g da formulacdo de Bacillus thuringiensis var. israelensis, uma
concentracdo de 108 esporos/mL. A mortalidade s6 chegou a 86% no sétimo dia de

tratamento.

Zimmer et al. (88) testaram a eficacia de B. thuringiensis var. israelensis e
Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre larvas de M. domestica e a mortalidade larval
foi de 40% e 34% respectivamente, ambas na concentracdo de 1x10° UFC/mL. Ja a
mortalidade pupal foi avaliada nas concentragbes mais baixas (108 e 10" UFC/mL),

todas com mortalidade inferior a 40%.

Neste estudo a mortalidade larval na maior concentragdo testada (2,4x108
UFC/mL) foi de 99%, 51% no tratamento com a concentracao 2 e a total foi 66%. Ja no
tratamento com a concentracdo 3 a mortalidade larval foi de 40% e a total chegou a 56%
(Figura 12). Esses dados corroboram os demais estudos que avaliaram a atividade de
sorotipos de B. thuringiensis. Lonc et al. (90) relataram 70% de mortalidade larval em
seu estudo quando M. domestica foi tratada com esporos de B. thuringiensis israelensis

na concentragdo de 10°UFC/mL.

Bacillus thuringiensis thuringiensis e Bacillus thuringiensis kenyae foram
testados em larvas de M. domestica em uma dosagem de 20mg/g e causaram
mortalidade de 83% e 97% respectivamente (89). Ainda neste estudo foi observado que
a mortalidade larval chegou a 83% e a 97% quando os esporos de B. thuringiensis
thuringiensis e de B. thuringiensis kenyae nao foram liofilizados, pois segundo Angelo
et al. (129) o processo de liofilizacdo é capaz de diminuir a concentracdo de toxinas e/ou
ocasionar a perda de uma variedade de toxinas que podem atuar sinergicamente para

eficacia do tratamento.
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Figura 12: Efeito letal da suspensdo de esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 nas
concentragdes de 2,4 x 108 UFC/mL (concentragdo 1), 2,4 x 107 UFC/mL (concentracdo 2) e 2,4 x 108
UFC/mL (concentracdo 3) e do sobrenadante (SN) nos periodos de 24, 48 e 72h de crescimento sobre

Musca domestica em condicGes de laboratério.

Com base nos dados de estudos anteriores, acredita-se que a letalidade desses
agentes entomopatogénicas esteja correlacionada com a quantidade de esporos ingeridos
pelos insetos (40,88). Essa hipdtese também foi corroborada pelo estudo de Ferreira et
al. (39) em que os niveis de mortalidade de M. domestica tratadas com a estirpe Bon
707 variaram de acordo com a concentracdo de esporos consumidos por neo larvas. Os
maiores niveis de bioatividade tanto de estirpes de B. laterosporus quando de B.
thuringiensis var. kyushuensis Btk176 foram registradas na maior concentracdo
utilizada (108 UFC/mL), ambas as espécies bacterianas permanecendo com niveis altos
de letalidade mesmo apds os resultados serem corrigidos com o grupo controle (Figura
13).
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Figura 13: Mortalidade corrigida com a férmula de Abbott (Abbott, 1925) de M. domestica (Diptera:
Muscidae) alimentada com suspensdes de esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis e

Brevibacillus laterosporus nas concentragdes de 108 UFC/mL, em condigGes de laboratério.

Avaliando que as concentracdes de esporos utilizadas no presente estudo ainda
sdo inferiores quando comparadas com as de outros trabalhos, que o meio de
crescimento é simples e a mortalidade foi alcancada em um tempo menor em
comparagdo a outros testes, é possivel concluir que as estirpes deste estudo (Figuras 8 a
12) tém potencial superior para o controle de M. domestica, especialmente quando

comparamos com alguns trabalhos presentes na Tabela 1.

A concentracdo letal que induz a morte de 50% das larvas (CLso) foi calculada
no intuito de verificar o potencial das estirpes para utilizacdo como larvicida (Tabela
14).

Ruiu et al. (109) avaliaram a CLso de B. laterosporus no valor de 0,72x10%e

1,72x108 para larvas de M. domestica.

Ferreira et al. (39) encontraram um valor de 1,66x10® para CLso da estirpe
Bon707 sobre as larvas de M. domestica alimentadas com suspencfes de esporos. Os
valores de CLsgencontrados tanto por Ferreira et al. (39) quanto por Ruiu et al. (109)

48



s80 um pouco maiores do que os valores de ClLsg das estirpes deB.

laterosporus encontrados neste estudo (Tabela 14).

A CLsg de estirpes de B. thuringiensis foram avaliadas em 125ug (93), 63,77ug
(89) e 70,7ug (92).

Neste estudo as concentracdes foram calculadas em UFC, portanto, ndo podem
ser comparadas com outros estudos que utilizaram massa seca, onde os célculos foram
feitos pelo peso (ug). Ostestes de normalidade para concentragdo de 10’UFC/mL

obtiveram valores de P<0,05 em todas as estirpes analisadas (Tabela 14).

Tabela 14: ConcentracBes letais 50 (CLso) de diferentes suspensbes de Bacillus
thuringiensis var. kyushuensis e Brevibacillus laterosporus adicionadas na dieta de
Musca domestica (Diptera: Muscidae), em condigdes de laboratdrio.

Teste de
Tratamento normalidade CLso em
10" UFC/mL UFC/mL

(P<0,05)
NRS 590 SIM 2,95 x10’

Bon 712 SIM 3,10 x 107

Btk 176 SIM 2,41 x 107
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4.2.2. Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818)

Estirpes de B. laterosporus foram utilizadas em outras moscas varejeiras, como:
Lucilia cuprina (43) e Chrysomya megacephala (38,44) e alcancaram mortalidade
estatisticamente significativa. Em relacéo a C. putoria nosso estudo mostra que todas as
quatro estirpes de B. laterosporus testadas apresentaram mortalidade estatisticamente
significativa quando comparadas ao grupo controle (Figuras 14 a 17).

Neste estudo observamos uma mortalidade estatisticamente significativa da
estirpe NRS 590, quando as neo larvas foram tratadas com a suspenséo de esporos na
concentragdo de 3,3x108 UFC/mL, causando mortalidade larval de 96% (Figura 14). As
concentracdes 2 e 3 obtiveram 66% e 44% de mortalidade larval, respectivamente. A
mortalidade de larva ao adulto (total) foi de 76% na concentracdo 2 e de 64% na
concentracédo 3 (Figura 14). No bioensaio com as estirpes Bon 707 e Bon 712 obtivemos
mortalidade larval de 41% e 97% respectivamente. A mortalidade de larva ao adulto
chegou a 72% com a estirpe Bon 707, e com a estirpe Bon 712 foi de 98%, ambas as
estirpes em sua maior concentracdo testada, Bon 707 na concentracdo de
1,8x10’UFC/mL e Bon 712 na concentragdo de 3,3x108 UFC/mL (Figuras 15 e 16).

Carramaschi et al. (38) observaram 70% de letalidade da estirpe Shi 3 na
concentracio de 1x10® UFC/mL sobre as neo larvas de C. megacephala que é um

muscoide pertencente a mesma familia de C. putoria, a familia Calliphoridae.

Quando as neo larvas de C. putoria foram alimentadas com suspensdo de
esporos da estirpe Shi 3 na concentragdo 1 (2,2x10% UFC/mL), a mortalidade larval foi
de 74% e a total foi de 80% (Figura 17). Estes resultados mostram que a estirpe Shi 3 €

um potencial principio ativo no controle de moscas varejeiras.
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Figura 14: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus NRS 590 nas
concentragbes de 3,3x10®8 UFC/mL (concentragdo 1), 3,3x107 UFC/mL (concentragdo 2) e 3,3x10°

UFC/mL (concentragdo 3) sobre Chrysomya putoria em condicGes de laboratério.
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Os niveis de significancia maior séo representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Figura 15: Efeito letal da suspensédo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 707 nas concentracdes
de 1,8x107 UFC/mL (concentragdo 1), 1,8x10® UFC/mL (concentragdo 2) e 1,8x10° UFC/mL (concentragio
3) sobre Chrysomya putoria em condi¢des de laboratério.
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Figura 16: Efeito letal da suspenséo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 712 nas concentracdes
de 3,3x10® UFC/mL (concentragdo 1), 3,3x107 UFC/mL (concentracdo 2) e 3,3x10®° UFC/mL

(concentragdo 3) sobre Chrysomya putoria em condic¢Ges de laboratdrio.

100 -
90 - —
80 - T -
70
60 - T
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

; | e | |

Controle com 4gua  Concentracédo 1 Concentragdo 2 Concentracdo 3

%

**x%

OlLarval ®mPupal ©OLarvaaadulto

Os niveis de significancia maior séo representados como *** P <0,001 vs grupo controle.

Figura 17: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus Shi 3 nas concentragdes de
2,2x108 UFC/mL (concentracdo 1), 2,2x10” UFC/mL (concentragdo 2) e 2,2x10% UFC/mL (concentragdo

3) sobre Chrysomya putoria em condi¢des de laboratério.
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No tratamento com a estirpe esporulada Btk176 foi possivel observar
mortalidade estatisticamente significativa (Figura 18). O teste com o sobrenadante (SN)
ndo apresentou mortalidade estatisticamente significativa quando comparada ao grupo
controle (controle com agua e controle com meio de cultura NYSM), pois a mortalidade
dos grupos controle foi relativamente baixa e ndo diferenciou estatisticamente entre si
(Figura 18).

Oliveira et al. (104) demonstraram uma pequena atividade larvicida de B.
thuringiensis LFB-FIOCRUZ 907 sobre C. putoria, onde a mortalidade larval foi 18%.
Nossos resultados apontam que a estirpe B. thuringiensis var. kyushuensis Btk176
também possui atividade entomopatogénica sobre C. putoria, onde a mortalidade larval
do tratamento na maior concentragao testada (concentracdo 1) foi de 62% e a total (de
larva ao adulto) chegou a 70%. Na concentracdo 2 a mortalidade larval foi 54% e a total
66%, na menor concentracdo testada (concentracdo 3) 36% das larvas foram mortas e

46% foi a mortalidade de larva ao adulto (Figura 18).
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Figura 18: Efeito letal da suspenséo de esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 nas
concentracdes de 2,4 x 108 UFC/mL (concentracdo 1), 2,4 x 107 UFC/mL (concentracdo 2) e 2,4 x 10°
UFC/mL (concentracdo 3) e do sobrenadante (SN) no periodo 72h de crescimento sobre Chrysomya

putoria em condi¢des de laboratorio.
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Mais uma vez observamos a correlacdo da mortalidade com a quantidade de
esporos ingeridos por diferentes espécies de moscas, como visto por Zimmer et al. (88),
Ferreira et al. (39), Carramaschi et al. (38) e Pereira et al. (41). Observamos que 0s
niveis de mortalidade das larvas de C. putoria quando tratadas com esporos tanto de B.
laterosporus quanto de B. thuringiensis var. kyushuensis, variaram de acordo com a
concentracdo de esporos oferecidos. Os maiores niveis de bioatividade dessas bactérias
foram registrados na maior concentragdo utilizada 108UFC/mL (Figuras 14, 16, 17 e 18)
e na concentracio de 10’UFC/mL (Figura 15), todas apresentando niveis altamente

significativos de mortalidade.

A mortalidade corrigida comprova a eficacia das estirpes em estudo, pois
permaneceram com mortalidade significativa mesmo apds a correcdo com 0 grupo
controle, principalmente as estirpes NRS 590, Bon 712 e Shi 3 onde a mortalidade

corrigida foi superior a 75% (Figura 19).
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Figura 19: Mortalidade corrigida com a férmula de Abbott (Abbott, 1925) de C. putoria (Diptera:
Calliphoridae) alimentada com suspensBes de esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis e
Brevibacillus laterosporus nas concentragdes de 102 UFC/mL e 107 UFC/mL, em condigles de

laboratério.
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Observando a Tabela 2 podemos avaliar que a mortalidade larval deste estudo é
superior aqueles que utilizaram B. laterosporus e B. thuringiensis para o controle de
califorideos (Tabela 2), uma vez que os indices de mortalidade de algumas estirpes

foram estatisticamente significativos.

No intuito de avaliar a possibilidade de utilizag&o das estirpes em estudo para o
controle bioldgico das larvas de C. putoria a concentracdo letal (CLso) foi calculada

através das concentragdes testadas (Tabela 15).

Oliveira et al. (104) avaliaram a concentracdo letal (CLso) de B. thuringiensis
LFB-FIOCRUZ 907 em 382,82mg/g sobre as larvas de C. putoria. Partindo do principio
que a maior concentracao testada foi 326mg/25¢g de dieta e causou 18% de mortalidade
larval, o valor da CL50 é relativamente alto quando comparado com os valores

encontrados por Cavados et al. (105).

Para as larvas de C. megacephala a CLso da mesma estirpe bacteriana utilizada
por Oliveira et al. (104) foi de 6,1 mg/g (105) e com 326mg/25g de dieta a estirpe LFB-
FIOCRUZ 907 causou 62,7% de mortalidade larval.

As concentracOes deste estudo foram calculadas em UFC, portanto, também néo
podem ser comparadas com outros estudos que utilizaram massa seca, onde os calculos

foram feitos pelo peso (mg) e ndo em UFC como neste estudo (Tabela 15).

No teste de normalidade, a estirpe Bon 707 obteve valor de P superior a 0,05,
pois o indice de mortalidade foi relativamente baixo, diferenciando bastante do
resultado esperado. As demais estirpes obtiveram os valores P<0,05 no teste de
normalidade (Tabela 15).
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Tabela 15: ConcentracGes letais 50 (CLso) de diferentes suspensbes de Bacillus
thuringiensis var. kyushuensis e Brevibacillus laterosporus adicionadas na dieta de
Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae), em condi¢6es de laboratério.

Teste de
Tratamento normalidade CLso em
108 UFC/mL UFC/mL

(P<0,05)
NRS 590 SIM 3,10 x108

Bon 712 SIM 3,02 x 106

Btk 176 SIM 2,36 x 10°

4.3. Atividade adulticida
4.3.1. Musca domestica (Linnaeus, 1758)

Ruiu et al. (40) avaliaram a toxicidade de B. laterosporus contra adultos de M.
domestica e comprovaram o potencial desta espécie para este tipo de controle. Este dado
foi corroborado por nossos resultados obtidos a partir de diferentes estirpes desta
bactéria (Figuras 20 a 23).

A atividade adulticida da estirpe NRS 590 foi estatisticamente significativa
quando comparada ao grupo controle, pois a mortalidade na maior concentragdo testada
(concentracao 1) foi de 45% e na segunda concentracdo a mortalidade foi 20% (Figura

20).
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No tratamento com a estirpe Bon 707 a mortalidade também foi estatisticamente
significativa, onde a concentracdo 1 matou 65% dos adultos, e a mortalidade corrigida
ficou em 61,1%. Na concentragcdo 2 a mortalidade desta estirpe chegou a 40% e a
mortalidade corrigida foi 33,3% (Figura 21).

A mortalidade do tratamento com a estirpe Bon 712 foi de 72% e na
concentracdo 2 a mortalidade foi de 20% (Figura 22). J& no tratamento com a estirpe Shi
3 a mortalidade na maior concentracdo testada (concentracédo 1) foi de 55% e na menor
concentracdo testada (concentracdo 2) a mortalidade foi de 18% (Figura 23). Nos testes
com as estirpes onde a mortalidade do grupo controle foi zero, ndo houve diferenga no
calculo da mortalidade corrigida, portanto, o valor de mortalidade da estirpe

permaneceu 0 mesmo (Figuras 20, 22 e 23).
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Figura 20: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus NRS 590 nas
concentracdes de 3,3x10%8 UFC/mL (concentracdo 1), 3,3x10” UFC/mL (concentracdo 2) sobre adultos

recém emergidos de Musca domestica em condicdes de laboratério.
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Figura 21: Efeito letal da suspenséo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 707 nas concentracdes
de 2,6x108 UFC/mL (concentragdo 1) e 2,6x107 UFC/mL (concentracdo 2) sobre adultos recém emergidos

de Musca domestica em condicdes de laboratdrio.
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Figura 22: Efeito letal da suspenséo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 712 nas concentracdes
de 3,3x108 UFC/mL (concentragdo 1) e 3,3x10” UFC/mL (concentragdo 2) sobre adultos recém emergidos

de Musca domestica em condicGes de laboratdrio.
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Figura 23: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus Shi 3 nas concentracdes de
2,2x108 UFC/mL (concentragéo 1) e 2,2x10” UFC/mL (concentragéo 2) sobre adultos recém emergidos de

Musca domestica em condic¢des de laboratério.

Nos bioensaios com adultos recém emergidos de M. domestica a estirpe Btk 176
mostrou-se bastante promissora para este tipo de controle (Figura 24).

Indrasith et al. (94) observaram que cepas de algumas variedades de B.
thuringiensis foram eficazes para o controle de adultos de M. domestica. Testamos
suspensdes de esporos e 0 sobrenadante (SN) de B. thuringiensis var. kyushuensis sobre
os adultos de M. domestica, e observamos que nao houve mortalidade para os adultos
tratados com o sobrenadante retirado de diferentes estagios de crescimento da cultura
Btk 176 (24h, 48h e 72h), havendo mortalidade estatisticamente significativa somente

sobre os adultos tratados com as suspensdes de esporos (Figura 24).

Johnson et al. (107) observaram que o sobrenadante de B. thuringiensis induziu
mortalidade de 80% em M. domestica. No controle negativo com a cepa néo produtora
de exotoxina a viabilidade dos insetos tratados com o sobrenadante foi de 95%.
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A Figura 24 apresenta a atividade adulticida da estirpe Btk 176 que foi avaliada
quando os adultos foram tratados com a maior concentragdo testada (2,4 x 108
UFC/mL). A mortalidade foi de 80% e a mortalidade corrigida ficou em 78,9%, ambas
diferenciando estatisticamente quando comparadas ao grupo controle. Na concentracédo

2 a mortalidade chegou a 35%.

No estudo de Indrasith et al. (94) foram utilizadas toxinas de B. thuringiensis var
kurstaki HD-1 e HD-73 ativadas por tripsina e quimotripsina que causaram uma
mortalidade media de 90% dos adultos de M. domestica tratados por 4 dias. As duas
toxinas ativadas foram eficazes, no entanto, quando estas ndo foram ativadas, o
experimento mostrou uma atividade reduzida, tendo a mortalidade média em torno de
35%. Embora os estudos de atividade adulticida em M. domestica ainda sejam poucos,
estirpes de B. laterosporus e de B. thuringiensis tem mostrado seu potencial de agédo
(Tabela 1).
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Figura 24: Efeito letal da suspenséo de esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 nas
concentragdes de 2,4 x 108 UFC/mL (concentragdo 1), 2,4 x 107 UFC/mL (concentragdo 2) e do
sobrenadante (SN) nos periodos de 24h, 48h e 72h de crescimento sobre adultos recém emergidos de

Musca domestica em condi¢Ges de laboratério.
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4.3.2. Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818)

Adultos recém emergidos de C. putoria também foram sensiveis quando
expostos a uma dieta composta de solugdo acgucarada contendo suspensdes de esporos
de B. laterosporus e de B. thuringiensis var. kyushuensis (Figuras 25 a 29).

No tratamento com a estirpe NRS 590, em sua maior concentracdo testada
(concentracdo 1) a mortalidade foi de 55%, a mortalidade corrigida ficou em 52,6% e na
segunda concentragdo a mortalidade chegou a 30% e a mortalidade corrigida a 26,3%
(Figura 25).

A atividade adulticida da estirpe Bon 707 foi avaliada na maior concentracdo
testada (1,9x10° UFC/mL), pois a mortalidade nesta concentracdo foi de 80% e a
mortalidade corrigida 75%. Na concentracdo 2 a mortalidade foi de 50% e a mortalidade
corrigida sendo 44,4%, todas diferenciando estatisticamente quando comparadas ao

grupo controle (Figura 26).

A letalidade das estirpes Bon 712 e Shi 3 foram relativamente baixas, mas ainda
eficazes quando comparadas com a mortalidade do grupo controle, que foi de 0%
(Figuras 27 e 28). No tratamento com a estirpe Bon 712 a mortalidade na concentragao
1 foi de 32%, ndo havendo mortalidade no tratamento com a concentragdo 2 (Figura
27). No teste com a estirpe Shi 3, a mortalidade foi de 33% quando os adultos foram
tratados com a maior concentracdo testada (2,2x108 UFC/mL) e na concentraco 2 a

mortalidade chegou a 10% (Figura 28).

A estirpe Btk 176 possui baixa atividade contra os adultos de C. putoria, pois a
mortalidade na maior concentracdo testada (concentracdo 1) chegou a 45%, a
mortalidade corrigida ficou em 42,1%. Na segunda concentragdo testada (2,4x10’
UFC/mL) a mortalidade foi de 25% e a corrigida ficou em 21% (Figura 29).

No tratamento com as estirpes Bon 712 e Shi 3 a mortalidade do grupo controle

foi zero, portanto, ndo havendo diferenga no célculo da mortalidade corrigida, por isto,

o valor de mortalidade das estirpes permaneceu o mesmo (Figuras 27 e 28).
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Figura 25: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus NRS 590 nas
concentracdes de 3,3x10% UFC/mL (concentragdo 1) e 3,3x107 UFC/mL (concentragdo 2) sobre adultos

recém emergidos de Chrysomya putoria em condic¢Ges de laboratdrio.
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Figura 26: Efeito letal da suspenséo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 707 nas concentracdes
de 1,8x10° UFC/mL (concentragdo 1) e 1,8x107 UFC/mL (concentragédo 2) sobre adultos recém emergidos
de Chrysomya putoria em condigdes de laboratério.
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Figura 27: Efeito letal da suspenséo de esporos de Brevibacillus laterosporus Bon 712 nas concentra¢des

de 3,3x108 UFC/mL (concentragdo 1) e 3,3x107 UFC/mL (concentracdo 2) sobre adultos recém emergidos

de Chrysomya putoria em condi¢des de laboratério.
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Figura 28: Efeito letal da suspensdo de esporos de Brevibacillus laterosporus Shi 3 nas concentragdes de
2,2x108 UFC/mL (concentragéo 1) e 2,2x10” UFC/mL (concentragéo 2) sobre adultos recém emergidos de
Chrysomya putoria em condicGes de laboratorio.
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Figura 29: Efeito letal da suspenséo de esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 nas
concentracdes de 2,4 x 108 UFC/mL (concentracdo 1), 2,4 x 107 UFC/mL (concentracdo 2) e do
sobrenadante (SN) no periodo de 72h de crescimento sobre adultos recém emergidos de Chrysomya

putoria em condi¢des de laboratério.

Observamos nos testes com adultos uma mortalidade dose-dependente como no
bioensaio com as neo larvas de ambas as espécies de moscas. Acreditamos que a baixa
mortalidade em adultos se deve a baixa concentracdo de esporos, pois a solucdo
acucarada foi misturada com a suspensao de esporos numa propor¢éo de 1:1, reduzindo
entdo (teoricamente) pela metade a concentracdo de esporos oferecidos aos adultos.

4.4. Analises histopatoldgicas do trato digestorio de Musca domestica

De acordo com Copping € Menn, (130) e Ruiu et al. (45) a atividade tdxica
primariamente causa lesdes no tecido epitelial do intestino do inseto-alvo, até leva-lo a
morte. Neste estudo, os efeitos histopatologicos registrados incluem, o aumento de
vacuolos digestivos apds 6h de ingestdo dos esporos (Figura 30B), enquanto que no

grupo controle o ndmero de vacuolos digestivo é bastante reduzido, e as
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microvilosidades estdo regulares e alongadas (Figura 30A). Com 12h de tratamento as
microvilosidades estdo com aspecto anormal e ha desorganizacdo estrutural do
citoplasma (Figura 31B) e a membrana nuclear encontra-se com aspecto irregular

(Figura 31B setas escuras). No grupo controle o citoplasma e as microvilosidades sao

regulares, aparentemente normais (Figura 31A).

Figura 30: Microscopia eletronica de transmissdo da célula epitelial do intestino médio de larvas de
Musca domestica tratadas com esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 na
concentracdo de 2,4 x 10" UFC/mL - (A) Células epiteliais do grupo controle com agua tratadas por 6h;
(B) Células epiteliais tratadas por 6h com esporos de Btk176- M: mitocondrias, Mv: microvilosidades, N:

nlcleo, Re: reticulo endoplasmatico, Vd: vacuolo digestivo — x 6200.

Figura 31: Microscopia eletronica de transmissdo da célula epitelial do intestino médio de larvas de
Musca domestica tratadas com esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 na
concentragéo de 2,4 x 10" UFC/mL - (A) Células epiteliais do grupo controle com agua tratadas por 12h;
(B) Células epiteliais tratadas por 12h com esporos de Btk176- Mv: microvilosidades, N: ndcleo, C:

citoplasma, Mp: matriz peritréfica, L: limen — x 7800.
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Yu et al. (131) também observaram a formacéo de vacutolos nas células epiteliais

das larvas de lepidopteras, quando estas foram tratadas com toxinas de B. thuringiensis.

Ao longo do tempo, com 24h de tratamento com Btk176 as alteragGes foram se

agravando (Figura 32).

As células do grupo controle apresentam microvilosidades com aspecto regular e
continuo, o citoplasma se mantém integro e sem formacdo de vacuolos (Figura 32A).
No tratamento com Btk176, as microvilosidades aparecem com aspecto irregular,
descontinuas, ndo acompanhando integralmente a borda da célula (Figura 32B). E
possivel observar a formagdo de grandes vacuolos ao longo do citoplasma, assim como

a intensa desorganizacdo citoplasmatica (Figura 32B).

As células epiteliais das larvas de Simulium pertinax (Diptera: Simuliidae)
também sofreram alteracGes como a desorganizacdo do citoplasma, do nucleo e das
microvilosidades quando estes insetos foram tratados com esporos de B. thuringiensis
var. israelensis (132).

Figura 32: Microscopia eletronica de transmissdo da célula epitelial do intestino médio de larvas de
Musca domestica tratadas com esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 na
concentracdo de 2,4 x 10" UFC/mL - (A) Células epiteliais do grupo controle com agua tratadas por 24h;

(B) Células epiteliais tratadas por 24h com esporos de Btk176- C: citoplasma, V: vactolos — x 6200.
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Com 24h e 48h de tratamento além das alteracbes ja vistas nos tempos de
tratamento anteriores, as microvilosidades aparecem totalmente irregulares, néo

acompanhando o contorno da célula (Figuras 32B e 33B).

As alteracGes histopatologicas apds 48h de tratamento incluem a desorganizagdo
do citoplasma e a extrusdo do contetdo citoplasmatico para o limen (Figura 33B). As
microvilosidades estdo completamente irregulares e descontinuas, ndo acompanhando
grande parte do contorno da célula (Figura 33B). No grupo controle as microvilosidades
estdo regulares, mantendo o aspecto normal, permanecendo alongada e com distribuicdo
uniforme, o citoplasma se mantém integro e organizado (Figura 33A). A extrusdo do
citoplasma, fazendo com que o contetdo citoplasmatico extravasasse para o lumen
(Figura 33B), € um tipo de lesdo causada as células epiteliais que também foi observado
por Percy e Fast (133) e parece ser o principal mecanismo responsavel pelas alteracoes
fisioldgicas causadas por toxinas bacterianas, consequentemente levando o inseto-alvo a
morte (56). Seguindo o raciocinio de Copping e Menn (130) as toxinas se ligam a
receptores especificos que estdo presentes nas microvilosidades intestinais das larvas,
formam poros que irdo aumentar a permeabilidade da célula, desestabilizando seu

gradiente osmatico, fazendo-a inchar e romper.

Figura 33: Microscopia eletrénica de transmissdo da célula epitelial do intestino médio de larvas de
Musca domestica tratadas com esporos de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 na
concentracéo de 2,4 x 10" UFC/mL - (A) Células epiteliais do grupo controle com agua tratadas por 48h;
(B) Células epiteliais tratadas por 48h com esporos de Btk176— M: mitocondria, Mv: microvilosidades, C:

citoplasma, L: limen, Ec: extrusdo citoplasmatica — x 9300.
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Ruiu et al. (45) também observaram alteracdo na membrana celular
acompanhada de extrusdo do conteddo citoplasmatico e danos estruturais as
microvilosidades quando M. domestica foi tratada com esporos de B. laterosporus.

Analisando as células epiteliais das larvas tratadas com o sobrenadante (SN),
ndo houve nenhuma alteracdo histopatologica (Figura 34B), pois as células sdo

semelhantes as do grupo controle (Figura 34A).

Figura 34: Microscopia eletronica de transmissdo da célula epitelial do intestino médio de larvas de
Musca domestica tratadas com o sobrenadante (SN) de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 -
(A) Células epiteliais do grupo controle com agua tratadas por 48h; (B) Células epiteliais tratadas por 48h

com o sobrenadante— M: mitocondrias, Mv: microvilosidades — x 9300.

As alteracdes histopatoldgicas observadas neste estudo coincidem com os danos
celulares causados pelas toxinas de diversos sorotipos de B. thuringiensis em diferentes
ordens de insetos-praga (132,134-136).

4.5. Analise das células bacterianas

Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 (Figura 35 e 36) foi avaliada
como produtora de proteina cristalina, estes resultados sugerem ainda que a atividade de

Btk176 foi atribuida a pré-toxina CrylBa e/ou outras endotoxinas, uma Suposi¢do
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suportada pelo fato desta estirpe ter sido positiva para amplificacdo do gene crylBa
(Pereira, L. A).

Essa toxina possui atividade contra algumas ordens de insetos (137), incluindo
M. domestica (138), entre outros dipteros (138,139). Portanto, a atividade
entomopatogénica da estirpe em estudo pode estar diretamente relacionada a tal toxina,
uma vez que a mortalidade foi estatisticamente significativa (Figuras 12, 18, 24 e 29), a
amplificacdo por PCR do gene crylBa foi positiva e a inclusdo cristalina foi observada

por microscopia eletrénica de varredura e de transmisséo (Figuras 35A e 36B).

15kV. X12,000 1pm 15kV  X12,000 1pm

Figura 35: Microscopia eletrdnica de varredura de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 -
(A) C: cristal; E: esporo - (B) Bactérias.

Os genes cry que codificam as proteinas Cry, se encontram em plasmideos e a
maioria desses plasmideos possuem a funcéo de produzir as inclusdes cristalinas (49). E
durante a esporulacdo que ocorre a producdo de inclusdes cristalinas, esses cristais
proteicos vao sendo acumulados no compartimento da célula—mae (Figura 36A) e ao
fim da esporulagéo o cristal é liberado juntamente com o esporo (Figuras 35A e 36B)
(60). A forma do cristal é determinada pela estrutura e composicdo das d—endotoxinas
presentes, desse modo, podem se apresentar nas formas ovoide, bipiramidal, rombdide,

esférica, cuboide ou até mesmo sem uma determinada forma definida (64,140,141).
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Figura 36: Microscopia eletronica de transmissdo de Bacillus thuringiensis var. kyushuensis Btk176 -
(A) C: cristal; E: esporo - x 13100 - (B) C: cristal - x 15000.

Brevibacillus laterosporus € caracterizada pela producdo de um corpo
paraesporal em forma de canoa, que se encontra ao lado do esporo (Figura 37 Cp), em
algumas estirpes, ainda ha a producdo de inclusdes citoplasmaticas contendo proteinas
cristalinas com potencial inseticida (37). Mesmo que as proteinas cristalinas com
atividade inseticida tenham sido relatadas, estirpes de B. laterosporus ndo produtoras de
cristais proteicos também tém demonstrado sua atividade entomopatogénica, quando 0s
insetos foram tratados apenas com esporos (Figuras 37 e 38) (38,39,41), suportando

entdo o envolvimento de outras substancias na atividade inseticida.
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Figura 37: Microscopia eletronica de transmissdo de Brevibacillus laterosporus NRS 590 - E: esporo;
Cp: corpo parasporal - x 9700

Estudos demonstraram uma baixa variacdo genética entre isolados de B.
laterosporus, mas ao mesmo tempo um extenso espectro de toxicidade entre a pequena
colecdo de cepas de B. laterosporus examinadas (14,142). O potencial de B.
laterosporus para o controle biolégico, assim como seus possiveis fatores toxicos foram
descritos por Ruiu (15). B. laterosporus apresenta um amplo espectro de bioatividade
associada a uma grande variedade de estirpes entomopatogénicas e a diferentes
propriedades com potenciais biotecnoldgicos, que, portanto, ndo estdo presentes em

todas as estirpes.
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15kV. X8,500 2um

Figura 38: Microscopia eletrénica de varredura de Brevibacillus laterosporus NRS 590 - E: esporo.

De acordo com Marche et al. (21,143), além dos inimeros fatores putativos de
viruléncia, algumas estirpes de B. laterosporus podem abrigar 0s genes para as
proteinas de superficie de esporo, que sdo sugeridas como associadas a fatores
suplementares de viruléncia em insetos. Estes fatores virulentos foram identificados na

superficie do esporo, e estdo relacionados com a producdo do corpo parasporal.

Desta forma a estratégia para obtencdo de novos produtos para o controle de
insetos, precisa ser baseada no isolamento e no uso de novas espécies bacterianas. O
objetivo € evitar o uso de defensivos quimicos, que além de poluir, geram desequilibrios
ecologicos e promovem o surgimento de insetos resistentes. Existem muitas espécies e
diferentes estirpes com potencial inseticida descrito contra diferentes ordens de insetos.
O potencial de B. thuringiensis como agente no controle de pragas ja é muito bem
descrito e conhecido amplamente. No entanto, a avaliacdo de novas estirpes que podem
superar problemas como resisténcia, crescimento lento ou dificil, eficiéncia limitada da
expressdo de toxinas e a presenca de thurigiensina, amplia o nimero de opgOes de
agentes entomocidas.

Embora o nosso conhecimento sobre a atividade inseticida de B. laterosporus
esteja aumentando, ainda falta determinar se € a diversidade das toxinas ou dos fatores

suplementares, como as proteinas de superficie de esporo, ou se é a presenga de
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possiveis receptores associados ao hospedeiro, que sdo de fato responsaveis pela ampla

gama de efeitos letais e subletais observados sobre os dipteros muscoides.

5. CONCLUSOES

Os bioensaios deste trabalho demonstraram que B. laterosporus e B.
thuringiensis var. kyushuensis Btk176 tém efeito tdxico sobre larvas e adultos
de M. domestica e C. putoria, com concentracdes de esporos inferiores a maioria

dos trabalhos presentes na literatura;

A estirpe Btk176 é promissora uma vez que ndo é produtora de thuringiensina.
Sua patogenicidade pode estar relacionada ao corpo parasporal, visualizado sob
microscopia optica e eletrénica, que pode ser constituida pela toxina CrylBa. A
microscopia eletronica de transmissdo demonstrou os efeitos histopatologicos

como aqueles ja descritos na literatura;

Musca domestica e C. putoria sdo dipteros de importancia médica-veterinaria e
sanitaria tanto na fase larval quanto na adulta. Desta forma este estudo podera
fornecer subsidios ao aprimoramento de técnicas de controle bioldgico eficazes e

segura para 0 homem e 0 ambiente.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagédo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001
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