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RESUMO

Entre as bactérias do género Bacillus algumas espécies destacam-se como controladores
bioldgicos microbianos de insetos vetores e pragas, dentre estas destaca-se o Bacillus
thuringiensis, bactéria de solo, aerébia e gram-positiva.

Suas caracteristicas toxico/especificas para larvas de inseto, a sua indcuidade para o
homem e outros mamiferos vertebrados, bem como fauna e flora, estfio relacionadas com
a formagdo de um corpo paraesporal protéico intracitoplasmatico, denominado &-
endotoxina, produzido durante a fase de esporulagio das bactérias.

No presente estudo, avaliou-se a atividade larvicida de 12 sorovares de Bacillus
thuringiensis, KYU, BRA, OSW, NIG, TOU, KUR ,THO, MOR ,CAN, DAR, OST
e ISR contra tres espécies de mosquitos: Aedes aegypti, Aedes fluviatilis & Culex
quinquefasciatus, bem como foram realizadas curvas de crescimento dos referidos
sorovares com o intuito de observar o comportamento das bactérias. Também foram
realizados PCR com iniciadores especificos para determinagio da presenca de genes
Cry4A/B de Bti e variabilidade gendmica observadas por AP-PCR.

Os resultados da atividade larvicida mostraram diferengas significativas para as tres
especies de mosquitos estudadas. As larvas de Aedes aegypti foram susceptiveis a
somente ao controle positivo, entretanto as larvas de Aedes fluviatilis apresentaram
taxas de mortalidade para os sorovares KUR, KYU enquanto que, as larvas de Culex
quingiiefasciatus foram 100% sensiveis ao sorovar DAR.

Nas curvas de crescimento os sorovares apresentaram comportamento semelhante,
iniciando a esporulagdio em 32 horas de crescimento, exceto para o0 MOR, que iniciou
sua esporulagdo em 24 horas de crescimento. O tempo de crescimento para estas
bactérias ficou estimado em 0,50 hora e a velocidade de crescimento foi de 1,381 horas™
A técnica de PCR para amplificagdo dos genes cry4A/B mostrou um produto ja esperado
de 439bp para o sorovar ISR.

A reagio de AP-PCR apresentou produtos (RAPD), que foram equacionados utilizando-
se a formula de DICE (1945), para estabelecer coeficientes de similaridade entre os
referidos sorovares. Através de fenograma, pode-se concluir um percentual de
similaridade entre os bacilos partindo da linha de fenon. Os sorovares de maior coeficiente
de similaridade foram NIG e KYU aproximadamente 92% de similaridade. Enquanto que,
os sorovares MOR e o KUR apresentaram -se isolados no fenograma. ISR aparece mais
proximo do sorovar OST e as duas variedades nacionais BRA e OSW mostram um
coeficiente de similaridade em torno de 65%.
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1.1 Consideracdes gerais
o controle de insetos vetores e pragas tornou-se um grave problema e, como

conseqiiéncia imediata em Saiude Piblica, observa-se o aumento progressivo das
populagdes dos transmissores de doen¢as como a maldria, dengue, febre amarela,
filariose bancroftiana, leishmaniose e oncocercose, que tém a comprovada participagdo
de anofelinos, culicineos, flebotomineos e simulideos respectivamente.

De acordo com a Organizacio Mundial de Saade (1995), a malaria ¢ considerada
um problema mundial, resultando em quase 270 milhGes de casos anualmente, matando 1
milhdo de criangas somente na Africa. No Brasil, em 1992, foram registrados 600.000
novos casos de malaria (MARGALIT et al.,1998). Da mesma forma a dengue classica e
a dengue hemorragica vém se constituindo cada vez mais num grave problema nas
Américas do Sul e Central onde, na maioria das vezes as epidemias acontecem de
maneira explosiva e extensa (RABINOVITCH, 1997).

Segundo o “Plano diretor de erradicacdio do Aedes aegypti” do Ministério da
Satde do Brasil (1996), a dengue ja havia acometido 220.885 pessoas em 28 paises das
Américas do Sul e Central, dos quais nio se incluem Brasil, Guatemala, Haiti e Belize.

No Brasil, os primeiros casos de dengue surgiram em 1986, apresentavam até
1989 apenas um sorotipo - DEN1, responsavel pelos surtos e epidemias de dengue
registrados em S3o Paulo, Minas Gerais, Cear4, Bahia, Alagoas, Pernambuco e Rio de
Janeiro. Em 1990 com o aparecimento de um novo sorotipo, o DEN2 surgiram os
primeiros casos do dengue hemorragico no Rio de Janeiro, infectando pessoas que ja

tinham contraido a doenga anteriormente. De 1990 a 1998 foram registrados em todo o



Brasil, 718 casos de dengue hemorragico, com 27 obitos (FUNASA, 1998; NOBRE et
al., 1994).

Dados recentes do Ministério da Saude do Brasil, através de Pronunciamento do
Exmo Senhor Ministro da Saude, Dr. José Serra, no dia 14/02/2.000, em cadeia Nacional
de Televisdo, mostraram que em 1998 foram mais de 500.000 casos de dengue cléssico
no Brasil, e que embora o nimero de casos tenha reduzido para pouco menos da metade
em 1999, o numero ainda € assustador, ficando em torno de 208.000 pessoas
acometidas pelo virus da dengue.

A filariose bancroftiana , outra doenca de carater endémico, cuja infestago se da
através da picada de culicideos, apresentava na década de 90 cerca de 300 milhGes de
pessoas contaminadas em todo o mundo, com Wuchereria bancrofti, um parasita,
helminto pertencente & familia Filaridae (WHO,1990). No Brasil, segundo a SUCAM
(1985) e DREYER & MEDEIROS (1990), os focos de real importancia médico-sanitaria
encontram-se nas cidades de Belém (Par4) e no Recife (Pernambuco). Em 1993, foram
também encontrados através de um inquérito epidemiologico, mosquitos naturalmente
infectados com larvas do parasita na cidade de Maceid, no estado das Alagoas (FONTES
et al., 1994).

J4 a oncocercose, é uma doenca causada pela filaria Onchocerca volvulus e
transmitida por alguns simulideos, também conhecidos como “borrachudo” ou
“blackfly”. Esse nematddeo pode atingir o globo ocular ocasionando cegueira, conhecida
como a “cegueira dos 1ios” pois, os simulideos vivem normalmente em regides proximas
a cursos de 4gua limpa e encachoeirados. A situacio endémica nfio € muito diferente das

outras parasitoses, a distribuigdo se da em paises da Africa e da América do Sul.

(8]




No Brasil, existem casos de oncocercose na regido Amazdnica, € estima-se que
uma tribo de indios Yanomamis esteja amplamente acometida  pelo parasita
Onchocerca volvulus e, a preocupagdo dos técnicos do Ministério da Satde € de
impedir que a doenga se espalhe para outras regides do pais (COELHO et al., 1998)

Estima-se que por mais de meio século os pesticidas sintéticos tém sido usados
para controlar insetos vetores de doengas e pragas agricolas. A introdugdo dos
inseticidas quimicos resultou no mais espetacular método de combate aos insetos,
levando a euforia, e a se acreditar que os insetos estavam definitivamente controlados
sob a face da terra (MARGALIT et al., 1998). Desde o advento do Dicloro-Difenil-
Tricloretano (DDT) em 1940, produzido por sintese em escala industrial, varias classes
de inseticidas se sucederam, como os organo-fosforados, carbamatos e mais
recentemente os piretroides. As propriedades dos inseticidas quimicos, tais como: a
atividade toxica para um amplo espectro de organismos, a facilidade de aplicagdo, um
longo periodo de efeito residual e um baixo custo operacional, tornaram seu emprego um
completo sucesso. Entretanto, a sua longa persisténcia no solo, associada a outros
fatores de risco levaram ao desequilibrio ecolégico provocando um grande impacto
ambiental o que torna o seu emprego constante, um forte agravo ao ambiente. Associado
a todos estes fatos, outro grave problema foi o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia por parte dos insetos alvo, aos inseticidas quimicos convencionais (WHO,
1970, FRIDLENDER et al., 1989).

A crescente resisténcia dos insetos aos inseticidas convencionais fez com que na
década de setenta a Organizacio Mundial de Saude (WHO, 1970) iniciasse uma

campanha com cientistas do mundo inteiro recomendando a busca de medidas




alternativas de controle dos insetos vetores e pragas. Assim, os chamados inimigos
naturais, ou seja parasitas, predadores e patogenos de insetos foram sugeridos como
métodos de controle (FEDERICE, 1995). Sabe-se que predadores e, ou, parasitas sdo
adequados em alguns casos, mas que apresentam limitacdes quanto a sua obtengdo e uso
em larga escala, portanto, tornou-se evidente a necessidade de um agente biologico
capaz de reunir todas as condigdes necessdrias para seu emprego em grandes
proporgdes, e que, sobretudo, apresente especificidade aos organismos alvo em questéo.

Tal agente deve possuir propriedades pesticidas naturais, ndo podendo ser patogénico
para a fauna e flora, bem como in6cuo para o homem e outros animais vertebrados,
podendo ser estocados por grandes periodos de tempo, além de ser facilmente
transportado. (WHO, 1984; BRUCE - CHWATT, 1986; WHO, 1987 ).

Dentre 0s microrganismos, os patdgenos constituem, OS mais pPromissores
agentes de controle biologico, destacando-se fungos, virus e as bactérias
entomopatogénicas.

Os fungos foram os primeiros patogenos de insetos a serem utilizados no
controle microbiano. Aproximadamente 80% das doencas de insetos tem como agentes
etiologicos os fungos pertencentes a 90 diferentes géneros e mais de 700 espécies ja
catalogadas e a maioria dos géneros de fungos entomopatogénicos sdo encontrados no
Brasil (ALVES, 1995). A grande variabilidade genética desses entomopatdégenos pode
ser considerada uma das suas principais vantagens no controle de insetos.

Um programa bastante conhecido e que envolve a utilizagdo do fungo
Metarhizium anisoplice, no Brasil, € conhecido como controle da Cigarrinha,

Mahanarva posticada, que ataca plantagdes de cana-de-agiicar. Em 1987 foram tratados
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130.000 hectares de cana-de-agucar com esse patogeno, o que estimulou
consideravelmente as pesquisas nesta area (ALVES, 1998).

Diversos virus tém sido encontrados causando doengas, tanto em insetos Uteis a
humanidade, como em vetores de doencgas e pragas. Isto justifica o desenvolvimento de
varias linhas de pesquisas procurando identificar e caracterizar tais virus, a fim de
controla-los no caso de insetos de interesse industrial como o bicho-da-seda e as abelhas,
ou para usa-los como medida de controle biologico na forma de biopesticidas virais. Os
biopesticidas virais tém como vantagem a sua especificidade, o que os torna
extremamente atrativos sob o ponto de vista de seguranga e preservagdio do meio
ambiente (LUCKOW & SUMMERES, 1988).

No Brasil, a partir de 1980, um grupo de pesquisadores vem desenvolvendo, um
programa de controle biologico usando bioinseticida viral a base de Baculovirus
anticarsia para controlar uma praga de agricultura conhecida como a lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis (ALVES,1998).

Os baculovirus constituem uma familia de virus isolados da Classe Arthopoda que, em
sua maioria sdo encontrados em insetos da Ordem Lepidoptera. Uma das caracteristicas
dos baculovirus € o seu grande tamanho, devido ao cristal protéico que os envolve. Este
cristal € constituido principalmente da proteina poliedrina, que confere a forma de
poliedro ao virus. Esta estrutura € responsavel pela protecdo das unidades virais
(nucleocapsideo) nele contidas. Além disso, o acimulo de poliedros no nucleo ¢
responsavel pela lise celular. Assim, a morte do inseto ocorre por agdo mecénica € ndo

quimica (BISHOP et al., 1990).



No grupo dos microrganismos as bactérias tem merecido maior destaque devido
a seu modo de a¢do e sua especificidade sobre diferentes ordens de insetos (MARGALIT
et al., 1998).

Sdo conhecidas como bactérias entomopatogénicas as pertencentes as familias
Bacillaceae, Streptococaceae, Enterobacteriaceae e Achromobacteriaceae (AROSON
et al., 1986 ). Dentre elas, as que tém oferecido melhores resultados praticos sdo as
pertencentes & familia Bacillaceae ao Género Bacillus e correlacionados, e, por isso
mesmo, tém sido as mais estudadas quanto as suas atividades toxicas (DE BARJAC,
1978,1981; LACEY & UNDEEN, 1986; PRIEST, 1992). No Género Bacillus estio
descritas mais de 150 espécies, Gram-positivos, aerobios, ou anaerobios facultativos e
formadores de esporos (SNEATH, 1986). Dentre os Bacillus entomopatogénicos sdo
reconhecidos: Bacillus popilliae, Bacillus lentimorbus, Bacillus larvae, atualmente
referidas como espécies que integram o novo Género Paenibacillus (ASH & PRIST,
1994), Bacillus sphaericus, e o Bacillus thuringiensis, sendo que estas duas ultimas
espécies sdo lisenciosamente designadas como B.s. e B.%., respectivamente.

O Bacillus popilliae e o Bacillus lentimorbus causam em seus hospedeiros uma
doencga conhecida como “doenga leitosa com os tipos A e tipo B”, respectivamente. Essa
doenga leitosa foi descoberta nos Estados Unidos da América, em New Jersey em 1933,
logo apos o registro do seu principal hospedeiro, o besouro-japones Popillia japonica.
Esse coleoptero, nativo das ilhas do arquipélago japonés onde é uma praga, se espalhou
no leste americano, atacando vorazmente mais de 300 espécies de plantas e causando

perdas anuais estimadas em 25 milhdes de dolares (GORDON et al., 1973).



O nome doenga leitosa define a sintomatologia da doenga, uma vez que em
estados de infecgdo avangada a enorme quantidade de esporos na hemolinfa do inseto da
uma colorago leitosa, e qualquer ruptura no tegumento deixa extravasar uma hemolinfa
com dezenas de mihGes de esporos (GORDON et al.,, 1973). Infelizmente essas duas
espécies de Bacillus sdo parasitas obrigatorios (KLEIN, 1981). Crescem sob condi¢Oes
de cultivo especiais, com uma multiplicagio vegetativa razodvel. No entanto a
capacidade de esporulagdo € baixa.

No Brasil, GALLO e colaboradores (1988), fizeram estudos sobre a utillzagdo do
Bacillus popilliae e do Bacillus lentimorbus no controle de besouros que atacam a cana-
de-agucar mediante programas de manejo integrado, onde sdo alternados a aplicacéo de
inseticidas quimicos e bioldgicos.

O Bacillus larvae é o agente etiologico da doenga americana das crias das
abelhas, conhecida como “American Foulbrood Disease”, sendo portanto um patdgeno
de insetos Gteis para o homem. E provavelmente a maior causa de mortalidade de abelhas
em todo o mundo. A doenga americana das crias de abelhas, ou putrica dos bergarios,
como também € conhecido no Brasil, ataca as pupas e principalmente as larvas
no final da fase de crescimento larvaria, quando os opérculos ja estdo selados, alguns
dias antes da pupacdo (STALHY et al., 1981).

O Bacillus sphaericus, dentre os entomopatogénicos, € a Unica bactéria Gram-
labil, embora a maioria das linhagens sejam Gram-positivas, sendo resistente a
estreptomicina, podendo tolerar meios anaerébios. E uma bactéria cosmopolita,

encontrada no solo e em ambientes aquaticos. Seu esporo esférico se localiza na




extremidade do bacilo, dilatando as suas células (WHO, 1980; DAVIDSON &
SWEENEY, 1983; WEISER, 1991). Produz duas toxinas que estdo associadas a célula
bacteriana e que, portanto, ndo sdo liberadas no meio. Este bacilo é altamente toxico
para larvas de mosquitos sobretudo aqueles do Género Culex.

O Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria gram-positiva e catalase positiva,
encontrada no solo, é formadora de esporos, aerébia, podendo crescer facultativamente
em anaerobiose, numa faixa de temperatura entre 10 a 45°C. Em geral, decompde a
tirosina, hidrolisam a caseina e o amido. Possui uma atividade entomopatogénica que
esté diretamente relacionada a presenca de uma incluséo cristalina sintetizada durante a
fase de esporulacdo. O cristal, também denominado de &-endotoxina por HEIMPEL
(1963), ou corpo paraesporal de d-endotoxina, é composto por proteinas tdxicas
especificas para larvas de insetos de diferentes Ordens tais como: Lepidoptera, Diptera e
Coleoptera e mais recentemente foram encontrados isolados ativos contra insetos das
ordens Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e Mallophaga, também contra
nematodeos, acaros e protozoarios (FEITELSON, et al., 1992). As toxinas sintetizadas e
contidas no cristal sdo inocuas para o homem, os vegetais, os animais e outros
invertebrados. A maioria das linhagens pode sintetizar mais de um tipo de cristal
(LERECLUS et al., 1993) e os cristais podem ser formados por diferentes §-endotoxina,
sendo todas elas correlacionadas, podendo haver casos em que até cinco toxinas sdo

encontradas num mesmo cristal.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1. Histérico do Bacillus thuringiensis.

Tab. 1 Cronologia dos Bacilos Entomopatogénicos e sua utilizacio*

EVENTO REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
1. Bacilo causador de doenca em Bombyx mori ISHIWATA, 1902
2. Bacillus sphaericus ndo patogénico . NEIDE, 1904
3. Bacillus thuringiensis atacando a Anagasta kuehniela BERLINER, 1915
4. Sporeine - primeiro produto industrializado/ omercializado 1938
5. Sorotitpos H de BARJAC & BONNEFOIL, 1992
6. Bacillus sphaericus patogénico para mosquito KELLEN et al, 1965
7.Bacillus thuringiensis sororovar israelensis patdgeno de GOLDBERG & MARGALIT, 1977
mosquito.
8. Bacillus thuringiensis sorovar tenebrionis infectando KRIEG et al, 1983
Coleoptera
9. Tabaco transgénico ADANG et al.,1987. BARTON et al., 1987.
10. Tomate transgénico FISCHOFF et al., 1987.
11. Toxinas de Bacillus .thuringiensis empacotadas em GEGERNTER & QUICK, 1989.
Pseudomonas fluorescens.
| *Fonte DIAS, J.M.C.S.

| Ao contrario de outros microrganismos cuja utilizagdo e exploraciio comercial se d4 a
muitos séculos, a descoberta & 0 emprego das bactérias entomopatogénicas das espécies
Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus sio eventos do Século XX, podendo ser
observados na tabela 1, onde se apresenta a cronologia de alguns fatos marcantes
relacionados a esses microrganismos.

Os primeiros achados relacionados com doengas em insetos causadas por

bactérias do género Bacillus e correlacionados datam de 1902 quando Ishiwata, no

|
\
E
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Japéo, identificou uma bactéria esporulante que causava mortalidade no “bicho-da-seda”
(Bombyx mori) (DE BARJAC & BONNEFOI, 1968).

Em 1911, Berliner, na regifo da Thuringia, Alemanha, isolou o mesmo tipo de
bactérias e que atua sobre a traca-das-farinhas (Anagasta kuhniella). Em 1915,
denominou-a de Bacillus thuringiensis (HABIB & ANDRADE, 1986).

O potencial do Bacillus thuringiensis para o controle de Lepidoptera foi logo
reconhecido tanto que, um produto & base dessa espécie passou a ser comercializado na
Franga em 1938, sob a denominagfio de Sporeine e, embora sua producdo fosse muito
rudimentar, era efetivo contra diversas lagartas de hortalicas e frutas (DAOUST, 1990).

No caso do Bacillus sphaericus o reconhecimento de sua entomopatogenicidade
foi bastante demorado. NEIDE em 1904 descreve um bacilo com esporo subterminal
esférico, deformante e, em 1965, KELLEN e colaboradores reconhecem sua atividade
contra larvas de Culicideos, mas a estirpe descoberta niio era muito potente, o que
limitou sua utilizacfo.

Ainda na década de 1960, o desenvolvimento da sorologia flagelar por DE
BARJAC & BONNEFOI (1962), permitiu grande avango na sistematica e classificagio
dos bacilos entomopatogénicos, inicialmente para as subespécies de B. thuringiensis e,
posteriormente, B. sphaericus (DE BARJAC & FRACHON, 1990).

Em 1976 e 1983 ocorreram descobertas marcantes que ampliaram o espectro de
utilizagdo dos bacilos entomopatogénicos. A primeira se deu em Israel, mais
precisamente em agosto de 1976, quando da descoberta de uma bactéria isolada de um
charco contendo agua estagnada, localizado no deserto de Negev, nas proximidades do

Kibutz Zeelim (GOLDBERG & MARGALIT, 1977). Este novo isolado era toxico para




dipteros Culicideos e Simulideos e logo chamou a atengfio pelo seu elevado potencial
larvicida. Desse material, a partir da colonia ONR-60" derivam todas as culturas de
Bacillus thuringiensis “variedade” israelensis (MARGALIT & DEAN, 1985). Da
mesma forma, em 1983 na Alemanha, foi isolada uma estirpe bacilar efetiva contra
Coleopteros, principalmente crisomelideos, e que foi denominada por KRIEG e
colaboradores, (1983) com o nome de B. thuringiensis sorovar tenebrionis.

Em 1987 foram realizados os primeiros ensaios, para obtengiio de plantas
transgénicas, com a incorporagdo dos genes codificadores das proteinas toxicas de
Bacillus thuringiensis em tabaco (ADANG et al. 1987, BARTON et al. 1987) e em
tomate (FISCHHOFF et al. , 1987). Estes trabalhos abriram grandes perspectivas para a
criagdo de novas variedades de plantas que podem incorporar caracteristicas de
resisténcia seletiva a insetos com interesse econdmico imediato.

Em 1989 foi introduzido o conceito de “toxinas empacotadas”, onde os genes
codificadores das toxinas de B. thuringiensis sorovar kurstaki (B.t.k.) foram transferidos
para Pseudomonas, que passaram entfio a produzir os cristais protéicos (GELERNTER
& QUICK, 1989). O bioinseticida a base de genes de B.t.k em Pseudomonas,
denominado MVP, foi aprovado em 1° de margo de 1990, para ensaios de campo nos
Estados Unidos da América (GELERNTER, 1990).

CHARLES e colaboradores, (1996), em recente revisdo sobre o histérico do
Bacillus thuringiensis descreveram cepas de Bacillus laterosporos, cuja nomenclatura
atual € Brevibacillus laterosporus, encontradas na Russia, que ndo foram ainda
devidamente estudadas. ORLOVA e colaboradores, (1998) demonstroram que os cristais

de Brevibacillus laterosporus produzidos durante a esporulagdo sdo altamente toxicos
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para larvas de Aedes aegypti e Anopheles siephensi . Isto estimulou estudos com esta
espécie de bactérias.

Recentemente, no Brasil ZAHNER e colaboradores (1999), realizaram estudos
para caracterizagdo do genoma de linhagens de Brevebacillus laterosporus e observaram

toxicidade para mosquitos Culex quingiiefasciatus

2.2. Taxonomia do Bacillus thuringiensis

A diferenciagdo entre Bacillus thuringiensis e Bacillus cereus como espécies
diferentes tem sido motivo de grande discussdo. Considerando que, HEIMPEL &
ANGUS (1958) declararam que a formagdo de um cristal téxico paraesporal seja a
caracteristica representativa de Bacillus thuringiensis, esta espécie ficaria assim definida.
Porém, TOUMANOFF & LECORROLER (1958) tém opinifio contraria e estes autores
acreditam que a formagdo do cristal ndo é uma caracteristica constante, podendo entdo
ndo ser considerado uma caracteristica basica para diferenciar os Bacillus
entomopatogénicos.

O grande avango para identificacio de novas linhagens de Bacillus thuringiensis
se deu com a introdugo da técnica de sorotipagem do antigeno flagelar (DE BARJAC &
BONNEFOI, 1962), onde vérias subespécies foram identificadas.

VANKOVA (1964), estudou e avaliou doze linhagens de Bacillus thuringiensis
quanto a patogenicidade para insetos da Ordem Lepidoptera, e em oito deles encontrou
patogenicidade seletiva, para espécies diferentes de Lepdoptera. Vérios autores
confirmam a hipotese de co-evolugdo e adaptacio entre linhagens e hospedeiros

(GRIGOROVA 1964, SHATKH & MORRISONI 1966).
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Existem varias semelhancas morfologicas e bioquimicas entre as diferentes
variedades de Bacillus thuringiensis e Bacillus cereus, entretanto estudos recentes
comprovam que a presenca ou auséncia do cristal continua sendo o maior critério para
distinguir essas duas espécies do género Bacillus.

Meétodos genotipicos, usados como ferramentas moleculares para taxonomia de
Bacillus thuringiensis sugerem uma estreita relagio entre Bacillus thuringiensis,
Bacillus cereus e até mesmo Bacillus anthracis. Alguns pesquisadores distinguem com
sucesso o Bacillus cereus do Bacillus thuringiensis. GIFFEL et al (1997), descreveu a
possibilidade de discriminar o B .thuringiensis do B. cereus usando sondas especificas de
DNA baseadas particularmente em regides varidveis de RNA16S. Outros métodos
moleculares tais como RAPD-PCR ou ribotipagem também so descritos para classificar
bactérias entomopatogénicas.

Um estudo recente de classificagdo de Bacillus thuringiensis foi realizado por

LECADET e colaboradores (1999), com base no antigeno flagelar, determinagio de |

caracteres bioquimicos, sobretudo utilizagio de actcar, bem como a presencga e
morfologia do cristal de proteinas, analisados em SDS-PAGE com o objetivo de
determinar também o grau de toxicidade para insetos das diferentes linhagens. A
morfologia dos cristais € uma caracteristica muito importante, pois estes podem refletir
um tipo especifico para determinadas linhagens, suas formas variadas dependem
diretamente da composi¢do das suas subunidades. Este estudo foi realizado com
colaboragdo da WHO (Organizagdo Mundial de Saude) no IEBC (Centro Internacional

de Bacillus Entomopatogénicos), onde estdo oficialmente catalogadas e classificadas

atualmente 80 sorovares-H.
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2.3. Sintese e Estrutura do corpo Paraesporal de Bacillus thuringiensis

A formagdo do corpo paraesporal dentro do esporangio do Bfi, segue um curso
similar para todas as outras espécies de Bacillus thuringiensis. A sintese das maiores
proteinas do corpo paraesporal é iniciada nas trés primeiras horas da fase de
esporulagdo, e continua por diversas horas (LEE, ECKBLAD & BULLA, 1985). A
formagdo das inclusdes comeca durante a fase 2 da esporulacio e coincide com a
formag@o do septo paraesporal (CHARLES & DE BARJAC, 1982) e, ap6s uma hora,
inclusdes de diferentes densidades estio dentro do corpo paraesporal. A sintese do corpo
paraesporal continua até o final do quinto estadio de crescimento, o qual pode algumas
vezes apresentar esporos refringentes. As paredes do esporingio sdo lisadas no ultimo
estadio de crescimento ou sétimo estagio, e o corpo paraesporal € langado intacto para o
meio do cultivo. Sob condi¢des de crescimento padrio, usando meios comuns tais
como Caido Nutriente ou leite peptonizado, a formacio do corpo paraesporal se
completa em 24 horas ap6s inicio do cultivo, porém, a autdlise do esporingio ainda
necessita de mais 24:00 a 48 horas para liberar o corpo paraesporal.

A estrutura morfologica do corpo paraesporal do B#i é esférica ou ovoide,
medindo em torno de 1um de didmetro, sendo constituido de trés tipos de inclusdes
protéicas, limitadas por uma rede de IAminas envelopadas de composi¢io quimica ainda
indeterminada. Observa-se que cada uma dessas inclusdes encontra-se também envolvida
individualmente por uma ou mais membranas do mesmo material do envelope
(HUMBER & LUTHY, 1981; TYRELL et al. 1981; MIKKOLA et al. 1982; INSELL &

FITZ-JAMES, 1985). Este envelope nio é uma caracteristica especifica do Bfi, outras
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linhagens também podem apresenta-lo. Segundo RIBIER & LECADET (1975), este

envelope é resistente a agdo de detergentes € proteases.

2.4. Caracteristicas das Toxinas do Bacillus thuringiensis sorovar israelensis (Bti)

As toxinas do Bacillus thuringiensis sorovar israelensis sao sintetizadas apos ter-
se completado o crescimento exponencial da bactéria e todas estdo presentes em um
Ginico cristal, embora uns poucos isolados produzam cristais que aparentemente nao
estio associados com a toxicidade para nenhum inseto. A produgdo de toxinas ativas
contra diferentes Ordens de inseto ndo € restrita a um unico sorovar de B. thuringiensis,
mas pode ser encontrado em muitos sorovares. O maior interesse sdo as toxinas ativas
contra Dipteros, devido ao envolvimento destes com enfermidades relevantes em satide
publica e agricultura (YOUSTEN, 1996).

O Bacillus thuringiensis sorovar israelensis tem um COIpO paraesporal
constituido por pelo menos 4 proteinas, embora haja uma certa discrepancia quanto ao
namero e tamanho destas, duas propriedades sdo caracteristicas basicas para 0 corpo
paraesporal (CRICKMORE et al.,1995; HOFTE & WHITELEY, 1989) .

A primeira delas mostra o corpo paraesporal constituido por quatro grandes
proteinas com massa molecular de 125 KDa (Cry4A), 135 KDa (Cry4B), 68KDa
(Cryl1A) e 58KDa (Cryl0A), cujos genes ja se encontram clonados e seqiiénciados. O
Bacillus thuringiensis sorovar israelensis possui além dessas uma proteina de 28 kDa,
referida como CtylA (YOUSTEN, 1996; HOFTE & WHITELEY, 1989).

A segunda propriedade basica € sobre o aumento do numero de proteinas

detectadas também por SDS-PAGE, quando o corpo paraesporal ¢ solubilizado em
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condigdes alcalinas, particularmente pH 9,5 ou mais. Estas proteinas adicionais tém
massa molecular em média menores que os das proteinas detectadas no corpo
paraesporal intacto (PFANNENSTIEL, et al., 1984).

Proteases similares existentes em condicdes alcalinas no intestino médio das

<

larvas dos dipteros, aumentam a taxa de ativagdio da toxina “ in vive”. De fato
CHARLES & DE BARJAC (1983), demonstraram uma completa dissolugdo do corpo
paraesporal do Bacillus thuringiensis sorovar israelensis, agindo no intestino médio das
larvas Aedes aegypti, sugerindo assim um maior envolvimento das enzimas proteoliticas
dos intestinos dos insetos.

A proteina de 28kDa do corpo paraesporal tem sido a mais estudada porque foi a
primeira envolvida com a atividade larvicida, pelo tamanho da proteina, e pelas suas
propriedades citolicas que diferem das outras proteinas dos outros sorovares de Bacillus
thuringiensis. THOMAS e ELLAR (1983b) foram os primeiros a detectar a atividade
citolitica da proteina de 28 KDa. Essa proteina ¢ a mais abundante no corpo paraesporal,
e causa lise nas células de vertebrados e invertebrados em condi¢des experimentais de
laboratérios. Foi considerada primeiramente responsavel pela atividade citolitica e
solubilizacgo do corpo paraesporal (DAVIDSON & YAMAMOTO, 1984; CHILCOTT
& ELLAR, 1988).

A proteina de 65kDa, codificada pelo gene cryIVD (DONOVAN et al., 1988),
ndo é um produto de clivagem proteolitica, resultado de produto de solubilizagdo como
foi sugerido por IBARRA & FEDERICI (1986), entretanto muitos estudos sdo ainda

necessarios para o seu entendimento. Baseado na seqiiéncia de nucleotideos, a massa

dessa proteina é de 72,4 kDa vistas em gel de poliacrilamida (SDS PAGE). Quanto a




atividade larvicida, CHILCOTT & ELLAR (1988), demostraram que a proteina 68 kDa
(Cryl1A) é a mais toxica para mosquitos, porém ¢ menos toxica que o cristal intacto,
sugerindo assim um sinergismo na ag¢io das toxinas, sobretudo para larvas de estadio de
crescimento mais avangado (GILL et al. 1992).

A purificacio da proteina de 68 kDa(Cry11A) pode revelar a seqiéncia dos
aminoacidos dessa proteina e permitiu aos pesquisadores (DONOVAN, DANKOCSIK
& GILBERT, 1988) determinarem a seqiiéncia N-terminal para os 16 primeiros
aminoacidos dessa proteina: Met-Glu-Asp-Pro-Leu-Asp-Leu-Asp-Leu-Ser-isoLeu-Val-
Asn-Glu-Thr-Asp.

As proteinas de 128 kDa e 135 kDa foram estudadas partindo-se do enfoque
dado as proteinas 27 kDa e 65 kDa. A avaliagio dos dados da literatura sobre a
toxicidade dessas duas proteinas € complicada por diferentes fatores, que sdo a
identificagio das proteinas testadas, a forma na qual elas serdio utilizadas nos bioensaios
(cristalina, solubilizada ou preciptada), a espécie de hospedeiro susceptivel e o estagio
larval, Embora haja poucas informacdes relativas a existéncia da toxidade dessas
proteinas, varias analises foram realizadas por cromatografia de coluna por CHILCOTT
& ELLAR (1988), e para as duas proteinas 128 kDa e 135 kDa, ficou definido que a
proteina 135 kDa € a mais toxica das duas, pelo menos para larvas de Aedes aegypti
apesar de haverem diferengas na especificidade toxica dessas proteinas para diferentes
espécies de mosquitos (DELECLUSE et al., 1988). Isto ndo ¢ considerado um dado
surpreendente pois, achados similares foram relatados para toxinas de Bacillus

thuringiensis ativas contra insetos lepidopteros (HOFTE & WHITELEY, 1989).




20

Um estudo recente feito por CRICKMORE e colaboradores (1995), para avaliar
a toxicidade individual de cada uma das 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis sorovar
israelensis (Cry4A, Cry4B, Cryl1A e a CtylA) procedendo ensaios biologicos contra
larvas de Aedes aegypti utilizando cristais purificados das toxinas demonstraram que a
toxina 68kDa (Cryl1A) é aquela que apresenta maior atividade, sendo duas vezes mais
ativa que a proteina de 135kDa (Cry4B), e cerca de cinco vezes mais ativa que as
proteinas 68kDa (Cryl1A) e CtylA, mesmo em concentracdes suficientes para matar
50% das larvas. Em concentrag¢es maiores a toxina CtyA foi a que apresentou maior
atividade contra Aedes aegypti. Foi também observada interagdes sinérgicas em todas as
combinacdes de toxinas testadas, entretanto nenhuma mistura mostrou-se tio ativa

quanto o cristal nativo de Bfi.

2.5 Mecanismo de Acdo das Toxinas do Bacillus thuringiensis

A aclo das proteinas Cry de Bacillus thuringiensis esta diretamente envolvida
com a solubilizagdo do cristal no intestino médio dos insetos alvo, através de processos
proteoliticos, onde as proteases quebram as pro-toxinas favorecendo a ligacdo das
toxinas Cry aos sitios receptores no intestino dos insetos. Ocorre assim, uma inser¢do na
membrana apical o que levara 4 formag#o de poros ou canais idnicos, inespecificos, cuja
formagdo se da nas células do epitélio intestinal das larvas de Dipteros, principalmente
culucideos e simulideos, lepidopteros e coleopteros, terminando em um processo
conhecido como lise osmoético-coloidal. Além disso ocorre uma parada alimentar por

parte das larvas desses insetos, ocasionando assim a morte dos mesmos. Desse modo, os




cristais sdo na verdade pro-toxinas, e para que elas sejam completamente ativas €
necessario que os insetos suscetiveis se alimetem dos mesmos (HOFMANN et al., 1986).

Os estudos sobre o mecanismo de agdo das pro-toxinas de Bacillus thuringiensis
nos insetos, bem como a natureza dos canais i0nicos, sdo ainda bastante controversos.
Alguns autores descrevem a formacio desses canais idnicos como sendo um grande
poro litico que néo € especifico para fons em particular, outros referem-se a estes como
canais especificos para ions que, ocasionariam a ruptura da membrana, mas ndo
necessariamente seriam responsaveis pela lise das células do epitélio intestinal dos
insetos (KNOWLES & ELLAR, 1987).

Experimentos “in vivo” tém demostrado que as proteinas Cry se ligam as
microvilosidades no intestino médio dos insetos. “In vitro” foram construidos
recombinantes entre CrylAa e CrylAc e evidenciaram que a especificidade estava
localizada no dominio central da toxina para alguns insetos e dominio C-terminal e
central para outros (VISSER et al. 1993). VAN RIE e colaboradores (1990)
demonstraram que a especificidade e os dominios de ligagdo para a toxina eram
colineares para CrylAa. Exames da estrutura do cristal de Cry3A , sugeriram que a base
fisica do proprio cristal € o que facilita a ligac@io da toxina aos sitios receptores. Com
base nesses achados, estudos de mutageneses tem sido direcionados, com o objetivo de
se entender um pouco mais sobre a cinética das toxinas cry e sua especificidade para
diferentes Ordens de insetos.

Diferencas da extensdo da solubilizagdio, em alguns casos podem explicar as
diferencas encontradas no grau de toxicidade entre as proteinas Cry (DU et al. 1994).

Uma redugdo na solubilizagdo dos cristais foi especulada como sendo um mecanismo
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potencial para a resisténcia por parte dos insetos as proteinas Cry (MCGAUGHEY &
WHALON, 1992).

Outros estudos de mecanismo de agdo das toxinas de Bacillus thuringiensis
também demonstraram que existe um sinergismo na interacio das toxinas. WU &
CHANG (1985) foram os primeiros a observar que quando a proteina téxica era
fracionada através de purificacio das inclusdes do corpo paraesporal de Bfi e depois
misturadas e testadas contra as larvas de Aedes aegypti, a atividade de algumas
combinagdes era maior que, quando testadas em fragdes individuais, sugerindo assim um
sinergismo entre as proteinas. Outros autores confirmaram essa interacio entre as varias
toxinas de Bfi (CHANG et al. 1993).

A toxina citolitica CytlA de Bfi atua de maneira similar as proteinas Cry,
diferindo-se apenas nos componentes da membrana celular que sio necessarios para
iniciar a interagdo entre estas toxinas e a membrana celular do epitélio intestinal dos
mosquitos. Enquanto as proteinas Cry se ligam a glicoproteinas presentes nas
microvilosidades da membrana, a proteina CytlA tem como afinidade primaria
componentes lipidicos da membrana, mais especificamente para 4cidos graxos

insaturados (WIRTH et al., 1997).

2.6. Resisténcia dos insetos as toxinas de Bacillus thuringiensis

A evolucdo da resisténcia tem sido um mecanismo de defesa dos insetos contra as
taticas de controle, haja visto o que acontece com os inseticidas quimicos, onde mais de
500 espeécies de insetos e 4caros tem sido resistentes a um ou a multiplos inseticidas

(GEORGHIOU & LAGUNES-TEJEDA, 1991).
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Devido ao mecanismo de aclio das toxinas de Bacillus thuringiensis esperava-se
que os insetos ndo desenvolvessem resisténcia as toxinas de Bacillus thuringiensis.
Porém, na década de 80, experimentos realizados em laborat6rio, mostraram que um
nimero consideravel de insetos de varias espécies, ja apresentavam diferentes niveis de
resisténcia ao cristal de proteinas. Estes bioensaios foram realizados com exposi¢do
direta ao cristal de toxinas, sob pressdo seletiva de geragdes sucessivas de insetos
coletados no campo, bem como insetos que foram criados em laboratorio. O grau de
resisténcia observado nas populagdes de insetos é expresso pela Concentragdo Letal 50%
(LCso ) dos insetos resistentes/ Concentragéo Letal 50% (LCsp ) dos insetos susceptiveis
(TABASHNIK, 1994).

Insetos da Ordem Lepidoptera, como a Plodia interpunctella, lagarta do algoddo
e a Spodoptera littoralis, sdo exemplos de populagdes de insetos resistentes a toxina
Cryl. Algumas espécies de besouros que atacam os cultivos de batatas, também se
incluem nos insetos refratarios a toxina de Bacillus thuringiensis.( MCGAUGHEY,
1985).

Nenhuma resisténcia foi até o momento detectada em populagdes de insetos da
Ordem Diptera em trabalhos de campo, tratados com Bfi em programas estabelecidos ha
mais de 10 anos na Africa, na Alemanha e na Franga. Ainda assim ha uma preocupagdo
constante dos pesquisadores em isolar novos sorovares de Bacillus thuringiensis e

avalia-los quanto a toxicidade para diferentes ordens de insetos (MARGALIT, 1998).




2.7. A genética e a Biologia Molecular do Bacillus thuringiensis

O genoma de diferentes linhagens de B. thuringiensis pode variar de tamanho,
em torno de 2,4 a 5,7 milhdes de bp (CARLSON et al., 1994). Mapas fisicos tem sido
construidos para estudar e comparar B. thuringiensis ¢ Bacillus cereus, e tem mostrado
que os cromossomos de ambas espécies, tem uma organizagéo similar proximo a metade
da origem de replicacdo, por outro lado exibem grande variabilidade na sua porc¢édo
terminal (CARLSON et al., 1996). A maioria dos isolados de B. thuringiensis t&m
diversos elementos extracromossomais, podendo ser circulares ou lineares. Sabe-se que,
o cristal de proteinas que compdem o corpo paraesporal € geralmente codificado por
grandes plasmideos (GONZALEZ et al, 1981). CLARK & DEAN (1983), empregando

técnicas de utilizagio de mutantes Cry identificaram um possivel envolvimento de
plasmideos especificos na produgdo de 8-endotoxina de Bti. WARD & ELLAR (1983)

também assinalaram que um plasmideo de 75-Md esta essencialmente envolvido na
produgio da toxina de Bfi. Uma analise de mais de 100 plasmideos isolados, revelou que
a perda do plasmideo 75-Md est4 invariavelmente acompanhada pela perda da toxina de
Bti, o que confirma o envolvimento do plasmideo 75-MDa na produgdo do cristal de
toxinas desse sorovar.

No ano seguinte, GONZALEZ & CARLTON (1984) examinando um complexo
plasmidial de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis contendo 8 plasmideos de uma
linhagem do tipo HD-567, sendo que, esta linhagem era um reisolado de ONR-50-A,
com tamanhos de 3.3, 4.2, 4.9, 10.6, 69, 75, 105 e 135 Md também confirmaram o
envolvimento do 75Md com a toxicidade. Observagdes posteriores de HIMENO e

colaboradores (1995), confirmaram esses resultados.




Em 1989, HOFTE & WHITELEY fizeram uma revisdo a cerca dos genes que
codificam as proteinas inseticidas do B. thuringiensis, denominados Cry. Segundo esses
autores sdo quatorze os genes que especificam uma familia de proteinas, denominadas -
endotoxinas, com agdo inseticida, que foram separadas em quatro grandes grupos e
diversos subgrupos, baseando-se nas similaridades estruturais e no espectro de acdo das
toxinas que codificam. Desse modo os genes Cryl estariam associados as toxinas
especificas contra insetos lepidopteros, os genes Cryll toxicos para lepidopteros e
dipteros, os genes CrylIl toxicos contra coleopteros € os genes CrylV especificamente
toxicos para insetos da Ordem Diptera.

Além dessas o Bti H-14 apresenta um gene que codifica uma toxina com peso
molecular entre 26 e 28 KDa, e que € citolitica e ativa contra dipteros. Este gene nao se
relaciona estruturalmente aos genes Cry e recebeu o nome de CytA, por causa da sua
acdo. FEITELSON e colaboradores (1992) relacionaram 29 proteinas dos cristais, €
sugeriu a existéncia de duas novas categorias de genes Cry ; CryV e CryVI, ativas contra
nematoides.

Uma caracteristica comum dos genes Cry de B. thuringiensis € a sua expressao
durante a fase estacionaria dessa bactéria. Seus produtos geralmente se acumulam na
célula mie para formar inclusdes ou cristais protéicos que podem chegar de 20% a 30%
do peso seco das células esporuladas. O alto nivel de sintese de cristais de proteinas pelo
B. thuringiensis, e a sua ocorréncia exatamente na fase estacionaria de crescimento, €
coordenada por uma série de mecanismos ocorridos na transcrigo, poOs-transcrigdo e
pos-transdugdo para expressdo dos genes Cry (AGAISSE & LERECLUS, 1994; BAUM

& MALVAR., 1995).
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O mecanismo de transcrigdo dos genes Cry tém sido considerado como exemplo
tipico de expressdo dependente de esporulacdo. Porém, estudos recentes da expressdo
génica de genes Cry3Aa tem revelado que essa suposi¢do pode ser questionada, desse
modo torna-se necessario distinguir entre os genes Cry que sdo expressos durante a fase
estacionaria, ou seja, dependentes de esporulacdo, daqueles que sdo expressos
independentemente da fase esporulada do crescimento bacteriano (ERRINGTON,L,
1993).

A expressdo dos genes Cry parece estar associada a um controle temporal e
espacial, devido & fase de crescimento da bactéria em que eles s@o produzidos. Estudos
realizados usando como modelo o Bacillus subtilis tém fornecido informacdes
detalhadas dos complexos mecanismos que controlam a esporulacéo.

Durante a transcrigio génica, o processo de esporulagio parece ser controlado
por sucessivos fatores de ativagfio, denominados fatores sigma, que se ligam no centro
da RNA polimerase para transcricdo direta através de sitios especificos ou seja, aos
promotores para a esporulacao.

Visando o aprimoramento da utilizacdo de B. thuringiensis como agentes de
controle biolégico, diversos programas de isolamento de cepas e identificacdo de genes
Cry, com diferentes atividades entomopatogénicas, tem sido desenvolvidos em todo o
mundo (CARLTON et al., 1990).

A expressio dos genes de d-endotoxinas tem sido analisada em outros
organismos (GELERNTER & SCHWVAB,1993). Esses sistemas sdo utilizados como

alternativas mais apropriadas para produgdo das proteinas Cry e sua veiculagdo.
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Historicamente, a PCR foi descoberta e também assim denominada por SAIKI
colaboradores (1985), embora seus principios j& tivessem sido descritos por KLEPPE e
colaboradores, em 1971 ¢ PANET & KHORONA em 1974. A principio, a técnica
consistia em banhos ajustados as temperaturas adequadas e a utilizagdo do fragmento de
Klenow da DNA polimerase I de Escherichia coli. Este fragmento é produzido apés
clivagem proteolitica da DNApolimerase de Escherichia coli, e o produto obtido é uma
proteina de 76kDa, que nfio apresenta atividade exonucledsica da enzima nativa.
Todavia, esta enzima tornava-se inativa em presenga de altas temperaturas, assim a cada
ciclo da PCR, era necessario acrescentar uma nova aliquota desta. Essa termo-
sensibilidade da enzima, apresentava inumeras desvantagens como o surgimento de
bandas inespecificas, além da possibilidade de contaminagio cada vez que os tubos eram
manipulados ao final da cada ciclo, quando entfo, era adicionada mais enzima (MULLIS
& FALLONA, 1987).

O fragmento de Klenow, permite que uma molécula especifica seja copiada cerca
de 200.000 vezes, entretanto o produto final € irrisério no tocante a seqiiencia alvo
Desse modo era necessario o uso de sondas especificas em ensaios de hibridizagio para
visualizagdo do produto amplificado (SAIKI et al., 1985-1986).

A grande revolugdo da PCR foi obtida por SAIKI et al., 1988 quando ele usou
uma enzima - DNA polimerase extraida de uma bactéria terméfila (Thermus aquaticus),
enzima esta capaz de resistir a grandes variagdes de temperatura, o que possibilitou um
aumento na especificidade da reacdio, uma vez que a temperatura Otima da acdio da
enzima passou de 25°C a 37°C para 72°C, conseqiientemente aumentando a estringéncia

da reagdo. O uso da enzima termoestivel levou a uma automagio no processo
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(termocicladores automdticos programaveis), uma vez que tornou-se absolutamente
desnecessaria a adi¢do constante de enzima ao final de cada ciclo da PCR, diminuindo
assim a possibilidade de contaminagéo.

A metodologia da PCR consiste numa sintese enzimatica “in vitro” levando a
geragdo exponencial de sequéncias génicas partindo de misturas simples ou complexas de
RNA ou DNA (MULLIS & FALOONA,1987).

Basicamente, a reagdo tem os seguintes componentes: 0 DNA a ser amplificado
(DNA molde, alvo ou “Template”), 4 desoxiribonucleotideos tri-fosfato (Adenina,
Timina, Citosina e Guanina), DNA polimerase ¢ um par de oligonucleotideos sintéticos,
também denominados iniciadores ou “primers”, complementares as regides adjacentes a
regido a ser amplificada, e por ultimo um tampio adequado a reagdo. Todos estes
componentes juntos, associados a alteragles sucessivas de temperaturas levardo a
desnaturagdo do DNA, os iniciadores se anelam as fitas de DNA ent3o desnaturadas e a
fita molde serd entdo copiada. Desse modo teremos trés situagdes: desnaturamento,
anelamento e extensdo do DNA em ciclos repetidos que variam de 25 a 40 ciclos,

dependendo do protocolo estabelecido para diferentes estudos moleculares.

2.9. - Ampiificacio Randémica de DNA Polimérfico através da Reaciio em Cadeia
da Polimerase (RAPD) (AP-PCR)

Genomas amplificados com iniciadores de seqiiéncia arbitraria através da técnica
de AP-PCR resultam em produtos de amplificagio denominados RAPDs (STEPHAN, et

al., 1994)



A metodologia RAPD-PCR foi descrita por WILLIAMS e colaboradores,(1990)
e WELSH & MCCLELLAND (1990), com conotacdes diferenciadas. WILLIANS e
colaboradores, 1990 empregava na sua técnica iniciadores de 09 a 10 bases enquanto que
o WELSH & MCCLELLAND (1990), utilizavam iniciadores longos com mais de 20
bases e baixa estringéncia de anelamento nos ciclos iniciais. O uso de iniciadores
grandes permite que apos os ciclos iniciais da PCR, a temperatura seja elevada para um
valor mais proximo da temperatua média de desnaturagdo de fitas de DNA (Tm), ja os
iniciadores curtos sdo mais baratos para aquigdo no mercado e geralmente apresentam
perfis mais claros durante a analise dos géis, podendo ser visualizados facilmente em géis
de agarose corados com brometo de etidio, portanto um procedimento simples, porém
com menor poder de resolucéo.

Os produtos da AP-PCR visualizados nos diversos tipos de géis, podem ser
utilizados na distingdo, identificagdio, caracterizagdo e determinagio de relagBes
filogenéticas entre os mais diversos organismos. Para este estudo pode-se considerar as
bandas pela sua presenga/auséncia ou presenca/intensidade/auséncia. A maioria dos

autores considera as bandas obtidas apenas pela presenga/auséncia em cada par de

taxons, e os dados obtidos sfo utilizados na construgfio de matrizes. Estas matrizes s3o
empregadas em coeficientes de similaridade baseados na propor¢io de bandas
compartilhadas e ndo compartilhadas entre cada par de taxons analisado. Obviamente, o
indice de similaridade é diretamente proporcional a similaridade existente entre os
genomas comparados, e estes indices de similaridades podem ser posteriormente

empregados na construgdo de fenogramas através de programas especificos para este fim

(DIAS, 1994).




Atualmente as aplicacdes de AP-PCR tem merecido destaque no estudo da
variabilidade genética de fungos (CALIGIORNE et al.,1999) bactérias (ZAHNER et al,,
1999) leveduras, protozoarios ( STEINDEL et al.,1994), plantas (PARAN et al., 1991)

e mamiferos (WELSH et al., 1991b).

2.10. Mosquitos de Importincia em Saude publica.

Os mosquitos pertencem a Ordem Diptera, que compreende mais de 150.000
espécies, agrupadas em 100 familias. A ordem ainda se divide em duas subordens,
Brachycera e Nematocera, nesta segunda encontra-se a familia Culicidae, com cerca de
3.000 espécies, na qual estdo classificados os mosquitos dos Géneros Aedes, Anopheles e
Culex, que sdo os principais vetores de endemias no Brasil (CONSOLI et al.,1989)

Os mosquitos Aedes aegypti, (LINNAEUS, 1762) vetores de Dengue e Febre
Amarela urbana sdo, provavelmente originarios da Africa Tropical, tendo sido
introduzido nas Américas durante a colonizagio. Atualmente encontra-se amplamente
disseminado, nas Américas, Australia e Asia.

No Brasil, a primeira epidemia de Febre Amarela aconteceu no Recife em 1685, e
somente em 1955 foi eliminado o Gltimo foco do Aedes aegypti, porém em 1976
aconteceu a reintrodugdo do vetor no Brasil, e de 1994 em diante ele esta presente em
todo o territorio nacional (FUNASA, 1994).

O mosquito Aedes fluviatilis (LUTZ,1904) é uma especie neotropical, domeéstica
e semi-domeéstica em muitas regides do Brasil, ndo tem sido implicada na transmissdo de
doencas em condi¢des naturais. Entretanto, em condicdes de laboratério o

Aedes fluviatilis é capaz de se infectar experimentalmente com o parasita de malaria




aviaria (Plasmodium gallinaceum) produzindo grandes quantidades de esporozoitas. Na
natureza sdo encontrados em escavagdes de rochas que acumulam aguas de chuva,
podendo ser encontrados facilmente nas habitages urbanas, ovipdem em caixas dagua,
tanques, barris entre outros, e tem comportamento semelhante ao Aedes aegypti.
(CONSOLI & LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

O Culex quiqiiefasciatus (SAY,1823) é um mosquito cosmopolita, ocorre em
regides meridionais da Asia, Africa, e nas Américas. E conhecido como o mais
doméstico dos pernilongos, sendo um incémodo para moradores de 4reas menos frias
(CONSOLI & LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Esta espécie € o vetor primario da
filariose bancroftiana no Brasil, sendo altamente hematéfago, tendo predilegio pelo
sangue humano e praticando sua hematofagia a noite, periodo em que a microfilaremia é
aumentada, facilitando assim o contato das microfilarias com este vetor, tornando-o mais

eficaz que outros mosquitos susceptiveis.

2.11- Relevéncia da Utilizacio de Inseticidas Biologicos

Os inseticidas a base de B. thuringiensis sio usados atualmente em todo mundo,
em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento para controlar pestes bem como,
vetores de doengas humanas e animais (MARGALIT et al., 1998).

Diversas linhagens de B. thuringiensis ja foram isoladas e até o momento, o Bii
tem merecido maior atengdo devido as suas caracteristicas toxico-larvicidas para
dipteros, vetores de enfermidades de importéncia em satde pablica (YOUSTEN, 1996),
bem como a sua relativa facilidade de produgio em escala industrial, seu longo periodo

de estocagem, além de ser facilmente transportado.




Quanto ao emprego de B. thuringiensis sorovar israelensis calcula-se que acima
de 300.000 litros sdo aplicados anualmente na Africa Ocidental contra simulideos
“borrachudos”, vetores da Oncocercose. Na Europa, ao longo do Rio Reno, mais de 100
comunidades com uma populagio estimada em 2,5 milhdes de habitantes sdo protegidas
dos mosquitos “pernilongos”, atraves de programas de satde que usam O Bti. Nos
Estados Unidos e Canada existem registros do crescente uso de B. thuringiensis sorovar
israelensis em diferentes distritos (MARGALIT et al, 1998). O Bti foi também
utilizado na Argentina de 1991 a 1995 (RABINOVITCH, 1997). Por outro lado o
Bacillus sphaericus, embora seja comprovadamente toxico contra mosquitos do género
Culex, tem sido utilizado de maneira limitada, restringindo-se as areas peridomiciliares,
ficando dessa maneira deficitario o controle deste vetor quando presente em grandes
volumes de 4gua ou em plantas epifitas.

O controle biologico da dengue classico e dengue hemorragico com emprego de
inseticidas bacterianos com principio ativo de pro-toxinas de Bti, parece ndo ter sido
muito considerado pelos técnicos ou profissionais da area no Brasil, pois estes preferiram
aos inseticidas quimicos. Para combater o transmissor da dengue, o Aedes aegypii,
utiliza-se Temephos, cujo nome comercial € Abate, para o tratamento dos criadouros.

Além deste, usa-se a técnica do ultrabaixo volume -UBV - também denominada
“ Fumacé “para controlar o mosquito adulto, especialmente durante os periodos onde a
transmissdio do dengue é exacerbada (Ministério da Saude, 1986).

Os inseticidas biolégicos comerciais a base de B. thuringiensis apresentam
segundo RABINOVITCH et al. (1998) vantagens e desvantagens para O seu emprego.

Como vantagens pode-se salientar:



|

%)
S

o Seus sorotipos atuam de modo seletivo contra um curto espectro de ordens de insetos.
o Sio larvicidas e/ou lagarticidas, ndo tem atividade sobre formas adultas de insetos.
e Devem ser ingeridos pelos inseto susceptivel, € atuam no trato intestinal das larvas.
o Sio biodegradaveis, as pro-toxinas nao se transformam em toxinas no trato digestivo
humano e de outros animais.
o Sio facilmente cultivaveis em laboratério e permitem uma rapida producdo em massa
de pro-toxinas.
o A resisténcia do inseto alvo é reversivel; B. thuringiensis sorovar israelensis ndo possul
contra si forma de resisténcia que comprometa 0 seu emprego como inseticida.
o O desenvolvimento de inseticidas bacterianos € de custo inferior se comparado com 0
de inseticidas convencionais, e novas pro-toxinas estao sendo descobertas.
e SHo estaveis num amplo intervalo de temperaturas.

Como desvantagens no uso de inseticidas bacterianos (RABINOVITCH et al.,
1998), a principal barreira esta voltada para a duragfio da acéo residual das toxinas, sabe-
se da existéncia de produtos a base de pro-toxinas revestidas ou incapsuladas, para
aumentar a acdo residual. Nas formulacSes atuais estdo incluidos pods, liquidos
concentrados e granulos. Formulagdes em forma de tabletes estio sendo desenvolvidas, e
algumas tem apresentados uma agao residual de até 30 dias.

O Bti e o B. thuringiensis sorovar kurstaki apresentam baixa reciclagem no meio
ambiente, além disso os inseticidas bacterianos apresentam um tempo de estocagem menor
que os inseticidas convencionais. |

No Brasil, o uso de inseticidas a base de Bfi se restringe a projetos experimentais

(RUAS, et al., 1985; ARAUJO-COUTINHO & LACEY, 1990).
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Somente agora o Ministério da SaGde do Brasil, recomendou a utilizagdo de
bioinseticidas a base de B. thuringiensis sorovar israelensis, apresentando um programa
de erradicac@io do dengue, visando a eliminagdo do vetor, Aedes aegypti, com O emprego
de inseticida bacteriano como medida alternativa em combinaciio com inseticidas

quimicos (Plano Diretor de Erradicaciio do Aedes aegypti, 1996).
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3 - OBJETIVOS




Avaliar a atividade larvicida de doze sorovares de Bacillus thuringiensis contra trés
espécies de mosquitos, (Diptera:Culicidae) Aedes aegypti, Aedes Sfluviatilis e Culex

quingiiefasciatus, quando tratados com tais bactérias.

Construir curvas de crescimento dos referidos sorovares, utilizando-se de avaliagdo
turbidimétrica, com o objetivo de conhecer a biologia e comportamento dos Bacillus
entomopatogénicos, sua velocidade de crescimento e o tempo de geragdo destas

bactérias.

Amplificar a regifio génica que codifica os genes Cry4A/B nos diferentes sorovares de
Bacillus thuringiensis através da Reagdo em Cadeia da Polimerase e avaliar a
presenga dos genes Cry4A/B nos sorovares que apresentaram atividade larvicida

contra as tres espécies de mosquitos estudadas.

Utilizar a técnica de RAPD para avaliar o grau de similaridade entre os diferentes
sorovares de Bacillus thuringiensis, e tentar estabelecer um elo de ligagdo entre o
perfil de bandas apresentadas pelos diferentes sorovares € a atividade larvicida
apresentada nos ensaios biologicos contra larvas de Aedes aegypti, Aedes fluviatilis e

Culex qungiiefasciatus.
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4 - MATERIAL E METODOS




4.1 - Amostras utilizadas para obtencio de esporos

Os sorovares de Bacillus thuringiensis utilizadas neste trabalho foram
gentilmente cedidos pelo Dr. Leon Rabinovitch e sua equipe, do “ Laboratorio de
Fisiologia Bacteriana (LFB), Instituto Oswaldo Cruz (IOC) - Fundagio Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ”, pertencentes a Colegdo de Culturas do Género Bacillus (CCGB) e
encontram-se na Tabela 2.

Tab. 2. Sorovares de Bacillus thuringiensis utilizados ne presente estudo

Sorovar N° Ne Fonte Origem Pais Ano
LFB IEBC

KYU 727 T11A001 Bombys mori Michio Ohba Japdo 1978
BRA 869 T39001 pimenta do reino em pd L. Rabinovitch Brasil 1992
OSW 856 T38001 pimenta do reino em po L. Rabinovitch Brasil 1992
NIG 725 T08001 Gites larvares J. Weiser . Tchecoslovaquia 1980
TOU 715 T11001 Galleria mellonella A. Krieg Alemanha 1970
KUR 475 TO3A175 Heliotis armigera P.Jacquemard Tchad 1982
THO 724 T12001 Galleria mellonella J. V. Thompson USA 1969
MOR 756 T08028 solo, Jodo Pessoa, PB L. Rabinovitch Brasil 1990
ISR 584 p6 padrio, IPS-82 Inst. Pasteur Franca 1977
CAN 677 ITAL,SP Brasil -
DAR 731 T1001 Galleria mellonella A Krieg . Alemanha 1967
OST 717 TO8A001 Ren Gai Xin China 1979

4.2 Cultivo dos Bacilos

Todas as bactérias foram cultivadas em meio Agar Metal Nutriente - AMN,
liquido ou sélido (RABINOVITCH et al.,1975), para obtenc&o de esporos e cristais em
abundincia para bioensaios contra larvas de Culicideos. O meio liquido consiste em;
caldo nutriente, cloreto de sodio, magnésio, manganés e agua destilada nas seguintes

concentracdes.




Meio AMN liquido g%
CALDO NUTRIENTE 0,8
NaCl 0,5
Mg ** ( como MgSO,. 7 H,0 0,001
Mn*" (como MnSQ,. 4H,0) 0,001
Agua Destilada qsp
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Os componentes do meio de cultura foram diluidos em 80% de agua destilada, e

o pH (7,2 - 7,4) foi ajustado com NaOHIN. O volume final foi entdo completado, e

distribuido em frascos adequados e em seguida, autoclavado a 121° C, durante quinze

minutos.

Para a preparagdo do meio de cultura solido foram acrescentados 1,3 % de agar-

agar em po6. Os sorovares de Bacillus thuringiensis cresceram no meio AMN solido

contido em tubos de ensaio inclinado, de modo que o crescimento cobrisse toda a

superficie do meio. A incubagio foi de 33°C a 35°C e nfo execedeu ao tempo de 48 a 72

horas de incubacao

Os tubos ndo foram fechados completamente para proporcionar um ambiente de

aerobiose favorecendo assim, o crescimento dos sorovares Bacillus.

4.3 Curvas de Crescimento.

Os mesmos sorovares de Bacillus thuringiensis que foram utilizados nos

bioensaios de atividade larvicida foram usados para a construgdo das curvas de

crescimento.
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Os sorovares de Bacillus thuringiensis que estavam estocadas em AMN (Agar
Metal Nutriente) foram inoculadas em 5,0mL de Caldo Nutriente Difco, como um pré-
inoculo, e incubadas em estufa bacteriologica a 33° C, por 24 horas. Apos este tempo de
crescimento, foi retirado 1mL da cultura e inoculado em 50,0 mL de Caldo Nutriente
(Difco), sendo incubados a 33°C em agitador (New-Brunswick- Série 25 - Scientific),
em 150 rpm, a 33°C por 14 horas, num frasco de Erlermeyer de 150mL.

Para obtengio de uma concentragio inicial padrio de 1x10” bactérias/mL,
retirou-se 1ml de cada cultivo para leitura da densidade otica em 600nm, em
espectrofotdometro (Shimadzu-UV-1201) cujo alcance era de 3,0 OD (Densidade 6tica).
Partindo do padrdo estabelecido para F. coli, onde para densidade o6tica igual a 2,0 tem-
se 1,2x10" bactérias/mL estabeleceu-se o indculo inicial para 200mL de Caldo
Nutriente. Apos a homogeinizagdo, dividiu-se em dois frascos de Erlermeyer contendo
100mL de cultura.

Os pontos estabelecidos para observacdo do crescimento dos Bacillus
thuringiensis, foram a partir de leituras da turbidez das amostras em espectrofotometro.
Desse modo foram estabelecidas duas leituras para cada um dos pontos, sendo Ty o
primeiro ponto da curva € os quatro primeiros pontos da curva (T1,T2, T3 e T4), foram
monitorados de trinta em trinta minutos. Ja os tempos Ts e Ts foram lidos com intervalo
de uma em uma hora, enquanto que os pontos Ty até o Ty a leitura foi realizada num
espago de uma hora e trinta minutos. Os tempos T11,T12,T13 € Ty foram lidos entre
24:00, 32:00, 48:00 e 72 horas, respectivamente.

Para o acompanhamento da transformagfio celular (formas vegetativas e

ssporuladas), durante os diferentes tempos de incubag8o, foram feitas 1dminas apos 7:00




42

= £

horas de crescimento, 24 horas, 32 horas, 48 horas e 72 horas. As laminas foram
coradas pelos Métodos de Gram e de Bartolomeu-Mitwer (CARVALHO, 1998).

Das doze linhagens de Bacillus thuringiensis usadas para a curva de
crescimento, duas foram escolhidas para plaqueamento e contagem de unidades

formadoras de colonias/mL - UFC/mL: Bacillus thuringiensis brasiliensis e o Bii.

4.4. Colonia de Mosquitos.

As larvas de mosquitos Aedes aegypti, foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Marcelo Carvalho de Resende e sua equipe do Nucleo de Entomologia do Estado de
Minas Gerais, Laboratorio de Referéncia Nacional, pertencente a Fundagdo Nacional de
Saude, FUNASA, Ministério da Saude.

Os mosquitos Aedes fluviatilis e Culex quingiiefasciatus, foram cedidos pelo
Dr.Paulo Pimenta, chefe do Laboratério de Entomologia do Centro de Pesquisas René
Rachou - FIOCRUZ.

Para a coldnia de Aedes aegypti as larvas e mosquitos adultos foram mantidas em
insetario de seguranga maxima, aclimatado com temperaturas entre 25°C a 28°C e
umidade em torno de 70%. As fémeas adultas eram mantidas em gaiolas de acrilico
transparente teladas. A oviposigdo das fémeas se dava em papel cartolina vermelho, em
formato de pequenos cones, mergulhados em copos de vidro de 250ml. Os cones de
cartolina eram entdo mergulhados em cubas plasticas contendo 2 litros de 4gua
aproximadamente, para eclosdo dos ovos e as larvas emergentes eram alimentadas com
racio de peixe. Assim que, as larvas atingiam o terceiro estagio de crescimento, L3 eram

utilizadas para os testes de atividade larvicida frente as bactérias. Os insetos adultos




alimentavam-se a cada dois dias de sangue de cobaias do tipo codornas (Cofurmix
cournix japonica), especialmente mantidas em biotério, para esse fim (CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA,1994).

Os mosquitos Aedes fluviatilis e Culex quiqiiefasciatus, foram criados em
insetario aclimatado, com temperatura em torno de 25°C a 28°C. e umidade entre 70 a
80%. As fémeas adultas eram mantidas em gaiolas de acrilico transparente, teladas
(40x40x40 cm) e alimentadas com sangue de camundongos (Mus musculus), e de
codornas (Coturnix cournix japonica ), para maturagdo dos ovos.

Os ovos eram depositados pelas fémeas diretamente na superficie da agua e
transferidos para bacias plasticas contendo 4 litros de agua desclorada, para posterior
eclosdo e crescimento das larvas. Desse modo, ndo havia um controle de geragdes
dessas duas espécies de mosquitos. As larvas dos insetos eram alimentadas com ragdo de
camundongo triturada , peneirada e autoclavada (CONSOLI et al, 1989).

Quando as larvas atingiam o terceiro estadio de crescimento, (L3 maduras), eram

utilizadas para os testes “ in vivo ”, contra os sorovares de Bacillus thuringiensis.

4.5. Teste da Atividade Larvicida dos Bacillus thuringiensis

A metodologia que foi utilizada nos varios testes, visando observar a toxicidade
das linhagens de Bacillus contra larvas de mosquitos, segue o procedimento usado por
OLIVEIRA e colaboradores, (1998).

Para os bioensaios, ImL da suspensdo bacteriana com uma densidade 6tica igual a
2, e um comprimento de onda ajustado para 600nm, foi adicionado a 50 mL de 4gua

desclorada, contida em copos plasticos descartaveis encerrando ainda 25 larvas L3
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maduras. Os testes foram sempre realizados em quatro réplicas para cada bactéria, mais
um grupo controle positivo B#i € um negativo sem inoculo. Paralelamente, foi feita uma
suspensio de esporos em agua desclorada da linhagem padr@o Bfi na mesma
concentragio e plaqueada em dilui¢des sucessivas de 10* 2 10" em 4gar simples, com o
auxilio de 5 pérolas de vidro, a fim de determinar o numero de unidades formadoras de
coldnias por mililitro (UFC/mL).

A leitura dos resultados dos testes de atividade bioldgica foi realizada ap6s 24,
48 e 72 horas do inicio do experimento. O numero de larvas mortas eram entdo,
anotadas e depois transformados em percentual de mortalidade.

Os resultados foram considerados conforme (OLIVEIRA, et al., 1998) de acordo
com a seguinte classificagdo:

e 20% de mortalidade igual a baixa toxicidade

o 21% a 50% de mortalidade igual a média toxicidade

e > 50 % de mortalidade igual a alta toxicidade

Também foram realizados, segundo esta metodologia, ensaios com as formas
vegetativas de Bacillus thuringiensis, com objetivo de avaliar se havia dentre os 12
sorovares, algum que apresentasse atividade toxica na fase vegetativa, conforme aqueles
que expressam os genes Cry, que codificando as proteinas toxicas de Bacillus

thuringiensis, independentes de esporulagdo (DE SOUZA et al., 1993).

4.6 Extracio de DNA de Bacillus thuringiensis
A extracio do DNA seguiu a metodologia usada por HARWOOD e

colaboradores, (1990) e consiste nos seguintes passos:




De culturas esporuladas foram retirados os doze sorovares de Bacillus
thuringiensis e inoculados em 3mL de caldo LB (Luria-Bertoni) contidos em tubos do
tipo Falcon, “overnigth”, a 30°C em agitagdo a 130rpm para crescimento. Desse pre-
inoculo foram retirados 100uL que foram inoculados em 10mL de caldo LB e
novamente colocados sob agitacio nas mesmas condi¢des do pré-inodculo. Depois disto,
as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 5.000 rpm para obtencdo de um
sedimento. Este sedimento foi ressuspensso em 1mL de tamp@o ou Solugdo I, que
consiste de Tris-HCl pH 7; EDTA pH 8; NaCl. Em seguida, centrifugou-se por 5
minutos a 13.000rpm e sendo-se descartado o sobrenadante. Logo apés, foram
acrescentados 300uL da Solugdo I, seguida de homogenizacdo em vortex. Depois
foram adicionados 300uL de solugdo de Lisozyma (10mg/mL), homogeneizando-se em
vortex e invertendo-se + 15 vezes, a seguir colocado no gelo por 15minutos e
imediatamente colocado em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Em seguida foi
acrescentado 25ul de Lauril Sarcosil (30%), homogeneizando-se delicadamente e
colocado novamente no banho-maria a 65°C por 28 minutos. Em seguida deixou-se
descansar 10 minutos em gelo, logo apds seguiu-se o tratamento com fenol-cloroférmio
v/v 700uL, homogeneizacdo em vortex até aparéncia leitosa e centrifugagido por 6
minutos a 13.000rpm. Foi entdo feita a recuperagdo da fase superior, colocando-a em
tubos novos. Depois foram acrescentados 600uL de cloroférmiol:1, levado ao vortex e
centrifugado por 3 minutos, a 13.000rpm, para recuperacdo da fase superior que foi
transferida para novos tubos, em seguida foi acrescentado 2,5 vezes (v/v) de alcool

etilico gelado e em seguida colocado 10uL NaCl na concentracdo de 5M. A
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homogeneizacio foi feita apenas por inversdo dos tubos suavemente. Apos este
procedimento os tubos foram colocados em freezer -20°C “overnigth” para precipitagdo
do DNA. No dia seguinte os tubos eram retirados do freezer e centrifugados por 7
minutos a 13.000rpm, descartou-se o sobrenadante e acrescentou-se 500uL de etanol
70% gelado, sendo entdo centrifugado por mais 5 minutos e descartado o sobrenadante.
Por fim, os tubos contendo DNA foram colocados em capela quimica com exaustdo por
algumas horas até que estivessem bem secos. Seguia-se ressuspensdo-se em agua Mili Q

estéril, sendo entdo estocado em freezer a -20°C, para posterior utilizagdo.

4.7 - Dosagem do DNA

Apds a extragdo, a concentracdo de DNA foi determinada conforme o
SAMBROOK e colaboradores (1989). Assim, as amostras de DNA de concentragdes
desconhecidas foram aplicadas em gel de agarose 2% em Tris-borato EDTA (TBE),
(Tris-borato 89mM; EDTA 2mM pH 8,0), juntamente com padrdes de DNA de
concentra¢do conhecida. Apos a eletroforese, o gel foi corado em uma solugido de
Brometo de Etidio 0,5mg/mL, em agua, durante 20 minutos. Depois de corado, o gel foi
irradiado com luz ultravioleta, através transluminador U.V. (UVP, Inc.) e a intensidade
de fluorescéncia das amostras foi estimada por comparagdo com o padrdo Lambda (A.),

onde 1 ul. de A.=55ng.




4.8. Reacéo em Cadeia da Polimerase
Para a PCR foi usado um kit PCR (Promega n° 97454) contendo tampdo de
tagDNA polimerase (5 units/uL- estoque 250 unidades), os 4 dNTP - 10mM cada, e o

controle positivo para DNA plasmidial -1ng/pL.

4.8.1. Condicdes de Amplificacdo para PCR

A amplificagdo foi realizada em um termociclador automatico (MJ Reserch, Inc;
modelo PTC-100/ Programmable Thermal Controller), utilizando os iniciadores descritos
anteriormente. As 12 reac¢Bes foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5mL,
contendo uma camada de Oleo mineral, de forma a evitar evaporagdo. Sobre este, foi
acrescentado 2uL de cada um dos iniciadores - direto e reverso, 0,4ulL de dNTP (mix),
0,1uL de Taq.DNA polimerase (10Xbuffer, w/15mM MgCl,) e por ultimo 1ul. de DNA
completando com quantidade de 4gua suficiente para 20 ul, determinando-se assim, o
volume final de 20uL de cada reacdo. Os ciclos estabelecidos para amplificacdo seguem
aqueles usados por BEM-DOV e colaboradores (1997), com pequenas modificacdes;
desse modo para uma desnaturagdo inicial utilizamos uma temperatura de 94° C por 5
minutos para o primeiro ciclo, em seguida foram estabelecidos 35 ciclos nas seguintes
condigdes: 94° C por 1 minuto para desnaturagio do DNA, 55°C por um minuto para o
anelamento e para a extensdo 72°C por um minuto. Um unico ciclo final, para garantir a
extensdo total dos fragmentos foi realizado uma extensdo final a 72°C por dez minutos,
ficando assim toda a reagdo de PCR com um total de 37 ciclos, e em cada experimento

foi utilizado como padréo de peso molecular o pEL HINDIIIL
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Apbés amplificacio as amostras eram guardadas em geladeira até serem

submetidas & eletroforese.

4.8.2 - Iniciadores
No presente estudo, os iniciadores usados sdo denominados Primers Universais
para Cry4A/B, segundo BEM-DOV e colaboradores, (1997) e foram sintetizados pela

Bio- Synthesis Lo No. B041-1. As seqiiéncias sdo apresentadas abaixo.

| Iniciadores Seqiiéncias N° de Acesso Posicdo dos
Bases GenBank nucleotideos

F-CRY4A/B 5’GCA TAT GAT GTA GCG AAA CAAGCC ¥ 24 D00248 3324-3347

R-CRY4A/B 5’GCG TGA CAT ACC CAT TTC CAG GTCC 3’ 25 D00247 3259-3282

4.8.3 - Condicgdes de Eletroforese para produtos de PCR

Foram utilizadas eletroforese em gel de agarose para dosagem de DNA e de
poliacrilamida 4% para corrida dos produtos de PCR. Os géis de agarose foram feitos
pelo sistema de mini-gel horizontal GIBCO-BRL (modelo horizontal 58), com géis de
1% de agarose, sendo a migracdo feita a 150v, por aproximadamente, 25-30 minutos.
Para eletroforese com géis de poliacrilamida (estoque de 40% de acrilamida/bis em TBE:
0,89mTris-base, pH 8,0) e 300uL de APS(Sigma) e 25 a 30uL de TEMED(Sigma) e
adgua q.s.p. 25mL para polimerizacdo. A coloragdo dos géis de poliacrilamida
(SANGUINETTI e cols., 1994) foi realizada a temperatura ambiente, tendo sido
inicialmente fixados em solu¢do de etanol 15% e acido acético 0,5% durante 5 minutos.

Em seguida foram colocados em solugdo de nitrato de prata 0,2% (Merck), dissolvido
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diretamente em 50mL de solucdo fixadora e ali permaneceram por 5 minutos, € entdo
lavados por dois minutos em agua deionizada e destilada. A revelagdo das bandas foi
feita em solugfo de hidroxido de so6dio 0,75M e formaldeido 1M, até visualiza¢do dos
fragmentos. E finalmente, os géis eram submetidos novamente a solugdo fixadora para

interromper a reagdo, e entfio fotografados.

4.9. Condicdes de Amplificacdo através de RAPD

Para os ensaios foi utilizado um kit da Amersham Pharmacia Biotech denominado
“READY TO GO -RAPD ANALYSIS BEADS”,

A metodologia usada nesta reagdo, bem com os ciclos para AP-PCR seguiram as
recomendacdes do fabricante do Kit,como a seguir.. O volume final da rea¢éo deve ser
de 25uL, desse modo nos tubos de “eppendorf” foram colocados 18puL de agua estéril,
5uL do iniciador n°1 e 2ul. de DNA Template. Como controle positivo do Kit foi usada
a E. coli BI21(DE3)DNA e um controle negativo, isento de DNA. Os ciclos da reagéo de
AP-PCR foram exatamente os seguintes: 1°) 95° C por 5 minuto para desnaturagdo, 2°)
36°C por 1 minuto para o anelamento 3°) 72°C por Iminuto para polimerizagdo, 4°)
95°C por 1 minuto para nova desnaturagio, 5°) repeticdo de 45 vezes os passos 2°, 3° e
4° para amplificagdes, 6°) 36°C por 1 minuto e por ultimo o 7°) 72°C por 7 minutos

para extensio.

4.9.1. Iniciadores
O iniciador do Kit READY TO GO-RAPD ANALYSIS BAND usado para a

rea¢do de AP-PCR tinha a seguinte seqiiéncia [ (5’- d GGTGCGGGAA.-3’)].




Ch

4.9.2. Dosagem do DNA para Utilizacdo em AP-PCR (RAPD)

A figura 03, mostra os resultados das amplifica¢des do sorovar ISR nas seguintes
dilui¢des; 1:10; 1:50 e 1:100 feitas com o Kit READY-TO-GO RAPD ANALYSIS
BANDS, Pharmacia Biotech, utilizando o iniciador n°1 [ (5’- d GGTGCGGGAA.-3%)].
Pela figura 03, pode-se observar bandas igualmente compartilhadas peio sorovar ISR nas
trés concentracdes de DNA. Desse modo optou-se por trabalhar com a diluigdo 1:100 ja
que o perfil de bandas foi idéntico para as trés diluigdes. Os resultados dessa avaliagdo de

mellhor diluicio do DNA do sorovar ISR pode ser observado na Figura 3

4.9.3. Condicdes de Eletroforese para produtos de AP-PCR

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% (estoque de 30% acrilamida/bis em
TBE: 0,89M Tris-base, pH8,0, 0,89M éacido borico, 20mM EDTA) foi realizada em
sistema de mini-gel Biorad ( Mini Protean II dual Slab cell), realizada a 100v, por
aproximadamente 2 horas, até que o corante xileno cianol migrasse até sair
completamente da extremidade inferior do gel. O tamp&o de corrida utilizado foi o TBE

e 3u L de cada amostra era aplicado no gel, juntamente com o corante.

4.9.4. Coloracio dos Géis de Poliacrilamida
A detecgo dos produtos de amplificagdo nos géis de RAPD, realizada através de

coloragdo pela prata, feita a temperatura ambiente, sob agitagdo, segundo

SANGUINETTI e colaboradores (1994).




51

4.9.5.Calculo da porcentagem de Bandas Compartilhadas (Coeficiente de
Similaridade)

O percentual de bandas compartilhadas entre os 12 sorovares de B. thuringiensis
foi realizado em principio através de analise direta do gel por comparagéo das bandas de
uma canaleta com todas as canaletas do mesmo gel. Através de fotos do gel foram entfo
selecionadas bandas que apresentaram melhor resolucdo, a partir de 800pb
aproximadamente, sendo entdo, estas as escolhidas para a constru¢do de uma matriz de
dados, necessaria para a elabora¢do de um fenograma.

Para elabora¢@o da matriz foram tomados como base a presenca e auséncia das
bandas, partindo do niimero de bandas que coincidem ou n3o, monta-se um fenograma
usando como ferramenta um programa de computador denominado NTSYS-PC versdo
2.0 da Copyrigth 1995. A média da similaridade entre os individuos do grupo foi
calculada e marcada no fenograma como linha de fenon .

A matriz foi baseada no célculo do Coeficiente de Similaridade de DICE (1945),
cuja formula ¢é representada como: S+ 2a\2a + b + ¢ (PINTO; 1996), onde a = niimero
de bandas compartilhadas entre os organismos 1 e 2, b = nimero de bandas presentes no
organismo 1 que estdo ausentes no organismo 2 e ¢ = nimero de bandas presentes no
organismo 2 e ausentes no organismo 1.

Os dados obtidos foram agrupados via UPGMA - Unweighet Pair Group Method

Analysis (SNEATH & SOKAL, 1962) e usados na construgio do fenograma.
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5 - RESULTADOS




h

5.1 Atividade Larvicida

Os ensaios biologicos para avaliar a atividade larvicida dos sorovares de
B. thuringiensis contra as larvas dos mosquitos Aedes fluviatilis, Aedes aegypti e Culex
quingiiefasciatus apds 24, 48 e 72 horas de exposigdo sdo apresentados nas Fig. 1, 2 e 3.

As larvas de Aedes fluviatilis ensaiadas com o sorovar KUR apresentaram
38.0% de mortalidade com 24 horas, com um acréscimo de 12.0% em 48 horas e 10.0%
em 72 horas , resultando em 60.0% de mortalidade total apés 72 horas de exposicdo. O
sorovar KYS apresentou 17.0% de mortalidade sobre as larvas em 24 horas, mais 6.0%
em 48 horas e mais 2.0% apds 72 horas, perfazendo um total de 25% de mortalidade,
portanto uma toxicidade média. Enquanto que o sorovar MOR mostrou 9.0% de
mortalidade em 24 horas e o mesmo percentual de mortalidade apos 48 horas e um
acréscimo de 2.0% em 72 horas de exposicdo das larvas, totalizando assim 20.0% de
mortalidade. O BRA se mostrou toxico para as larvas em 13.0% apos 24 horas, 4.0%
ap6s 48 horas e 3.0% em 72 horas, portanto baixo percentual de mortalidade. Ja os
sorovares OSW e TOU mostraram atividade de 10.0% e 5.0% respectivamente apos 72
horas de teste. Enquanto que os demais sorovares ndo apresentaram qualquer atividade
toxica.

De acordo com o percentual de mortalidade observado para as larvas de Aedes
Sfluviatilis e o critério estabelecido por OLIVEIRA e colaboradores (1998) o sorovar
KUR apresentou uma alta toxicidade, o KYS média toxicidade. Os sorovares MOR e
BRA baixa toxicidade. Ja para os sorovares OSW e TOU a mortalidade das larvas foi

pouco significativa.
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Para larvas de dedes aegypti foi observada mortalidade somente para o controle
positivo ISR, ndo foi observada atividade larvicida para os demais sorovares testados
para nenhum dos sorovares testados.

Os mosquitos da espécie Culex quingiiefasciatus apresentaram para o sorovar
DAR 100% de mortalidade, apdés 24:00 de exposicio, tendo portanto um
comportamento igual ao controle positivo representado pelo sorovar ISR. O MOR teve
uma taxa de mortalidade de 15.0% apds 24:00 de exposi¢do e um acréscimo de5.0% de
mortalidade em 48 horas, em 72:00 ndo apresentou qualquer atividade. Sendo entfo
considerada um baixa taxa de mortalidade. O KUR mostram-se medianamente toxicos
para larvas de Culex quiqiiefasciatus pois matou cerca de 12.0% em 24 horas, mais
10.0% em 48 horas e mais 4,0% apds 72 horas de inoculo, totalizando entdo 26.0% de
mortalidade. Os outros sorovares ndo tiveram qualquer atividade.

Em todos os experimentos ndo foi observada mortalidade das larvas no controle
negativo, ¢ importante deixar claro que, em nenhum momento foi oferecido as larvas
qualquer alimento, obrigando-as assim, a se alimentarem exclusivamente das bactérias,
evitando assim a introducdio de outro fator que pudesse comprometer os resultados dos
testes.

Os bioensaios realizados contra as larvas de Culicideos utilizando formas
vegetativas dos doze sorovares nfo apresentaram atividade toxica para as larvas,
comprovando que a toxicidade dos sorovares mencionados neste trabalho esta

diretamente relacionada com a fase de esporulagéo do B. thuringiensis.
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Figura 1 : Atividade larvicida de 12 sorovares de Bacillus thuringiensis
em larvas L3 de Aedes fluviatilis apos 24 horas, 48 horas e 72 horas
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Figura 2. Atividade larvicida de 12 sorovares de Bacillus thuringiensis
em larvas L3 de larvas de Aedes aegypti apés 24, 48 e 72 horas
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Figura 3. Atividdade larvicida 12 sorovares de Bacillus thuringiensis

larvas L3 de Culex quingiiefasciatus com apés 24,48 e 72 horas.
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5.2 Curvas de Crescimento

Para as curvas de crescimento, as leituras das absorbancias em diferentes <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>