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RESUMO

Lysinibacillus sphaericus (Ls) ¢ uma espécie de bactéria gram-positiva, aerdbia e esporulante.
Considerada destaque no controle bioldgico de mosquitos, seu espectro de acdo engloba os
géneros Culex e Anopheles, sobretudo na fase larval. A acdo larvicida desta espécie se justifica
pela produgdo de toxinas de fase esporulante, sendo a toxina binaria o principal fator toxico das
cepas comerciais. A toxina binaria, composta por duas subunidades apresentada na forma de
cristal, age nas células intestinais dos mosquitos, provocando efeitos citopaticos que levam a
morte destes individuos por inanigdo. Apesar da importancia do Ls, sdo poucos os trabalhos
focados na bioprospeccao de novas linhagens para o controle de mosquitos. O objetivo deste
trabalho ¢ investigar um novo isolado de Ls obtido no estado de Pernambuco, enfatizando-se
na sua acao entomopatogénica em Culex. O isolado Ls 120A39 foi obtido em amostras de valeta
da Regido Metropolitana do Recife e cultivado em meio Bti para esporulacdo. O isolado foi
testado em bioensaios de suscetibilidade contra larvas L3 de Culex quinquefasciatus e
caracterizado morfologicamente por microscopia eletronica de varredura (MEV). O isolado
120A39 apresentou, respectivamente, CL50 de 0,003 e CL90 de 0,009 mg/mL em larvas de C.
quinquefasciatus, possuindo boa atividade entomopatogénica quando comparado com a cepa
de referéncia 2362 (CL50 = 0,002 e CL90 = 0,008). A analise citomorfologica da cepa através
de MEYV revelou a presenca de cristais de natureza proteica e potencial entomopatogénico. Os
resultados sdo relevantes para o entendimento da agdo larvicida da cepa. Espera-se que estes
resultados possam ser utilizados nas estratégias de enfrentamento de espécies de mosquitos de
importancia médica.

Palavras-chave: Bacillus; Biolarvicidas; Controle biologico; Entomopatogenicidade;
Mosquitos;

1 INTRODUCAO

Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) ¢ uma espécie de mosquito de importancia
médica devido a sua atividade como vetor de arboviroses e, principalmente, por ser o
transmissor do nemdtodo Wuchereria bancrofti, agente etioldgico da filariose linfatica
(BHATTACHARYA; BASU, 2016). Os mosquitos da familia Culicidae, aos quais C.
quinquefasciatus pertence, sdo comumente conhecidos por seu habito antropofilico e
endofilico, presentes dentro das residéncias humanas e realizando o repasto sanguineo em
vertebrados (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). O repasto sanguineo, necessario para a maturagao
dos ovos nas fémeas, representa um momento importante para a dispersdo das arboviroses,
protozodrios e nematodos associados, justificando a importancia desta espécie para a saude
coletiva (NATAL; UENO, 2004, BHATTACHARYA; BASU, 2016).

Lysinibacillus sphaericus (Ls) por outro lado ¢ uma espécie de bactéria gram-positiva,
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aerobia e formadora de esporos (LACEY, 2007). Esta bactéria, pertencente a familia
Bacillaceae, possui relevancia no que se refere ao controle vetorial de mosquitos devido a sua
acdo larvicida (PENA-MONTENEGRO; DUSSAN, 2013). A atividade larvicida de Ls se deve
sobretudo pela acdo da toxina bindria (bin), presente exclusivamente nas cepas de acao
entomopatogénica que agem nos géneros Culex, Anopheles, Mansonia, Ochlerotatus e
Psorophora (LACEY, 2007). A toxina bin, composta pelas subunidades BinA e BinB, atua nas
células do epitélio intestinal das larvas de mosquito, provocando efeitos citopaticos evidentes
neste tecido (BAUMANN; BAUMANN, 1989).

A toxina bin do cristal inicia a sua atividade larvicida ao ser ingerida pelas larvas de
mosquito por filtragdo, seguindo para o lumen intestinal e sendo solubilizada em pH alcalino e
clivada pelas proteases ali presentes que permitem sua ativagdio (BROADWELL; BAUMANN,
1987, BROADWELL et al., 1990). A subunidade BinB (51 kDa) ¢ responsavel pela interagao
do heterodimero com os receptores intestinais, utilizando sua regido N-terminal para a interagao
com receptores especificos (BAUMANN; BROADWELL; BAUMANN, 1988,
ELANGOVAN et al., 2000). A subunidade BinA, de 42 kDa, ¢ responsavel pela atividade
patogénica, provocando efeitos citotoxicos como vacuolizacdo citoplasmatica, rupturas nas
membranas plasmatica e mitocondrial e destruicdo das microvilosidades intestinais (SILVA-
FILHA et al., 2014).

Apesar da alta eficacia de Ls no controle vetorial de mosquitos, principalmente do
género Culex, alguns obstaculos sao reconhecidos para a sua implementagao a longo prazo nos
programas de controle vetorial a nivel nacional e mundial. Em primeiro lugar, o controle
quimico de mosquitos por meio de inseticidas ainda € o método mais utilizado em continentes
menos favorecidos economicamente, como o continente Africano ¢ o Oriente Médio (LOPES;
LIMA; MARTINS, 2019, MARIAPPAN; TYAGTI, 2018). No Brasil, o Ministério da Saude ja
recomenda o uso de Ls para o controle de Culex, sendo a cepa comercial 2362 a mais
utilizada (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Apesar da sua utilizac¢do, a cepa 2362 ndo ¢ uma
cepa nacional visto que foi isolada na Nigéria em 1981, registrada e obtida posteriormente
pelos Estados Unidos em 1991 (US EPA, 2014).

Diante deste contexto, a obten¢do de novos isolados em territorio nacional representa
uma maneira de contemplar a biodiversidade local e permitir a independéncia comercial
frente esta situagdo. O objetivo deste projeto ¢ descrever um novo isolado de Lysinibacillus
sphaericus obtido na Regido Metropolitana do Recife, com énfase na sua atividade
entomopatogénica contra Culex, estimando a sua utilizacdo nos programas de controle
vetorial no Brasil.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta e reativacao dos cultivos

O isolado I20A39 foi obtido em amostras de valetas na Regido Metropolitana do Recife,
armazenado a -80 °C e reativado em meio especifico para Bacillus thuringiensis (KH2PO4;
MgS0O4, MnSO4, ZnSO4; Fe2(5S04)3, H2S04; CaCl2) suplementado com glicose 30%. A
amostra foi incubada em agitador orbital nas condi¢des de 30 °C a 200 rpm por uma semana
para induzir a esporulacdo. Apds o referido periodo o isolado foi levado a centrifuga a fim de
se obter os sedimentos esporulados. Os sedimentos foram ressuspensos em NaCl 1 M/EDTA
10 mM, centrifugados e ressuspensos mais duas vezes em EDTA 10 mM. A biomassa obtida
foi seca em estufa a 37 °C para obtengdo de uma massa seca que foi macerada a fim de se
obter o pd seco para testes.

2.2 Bioensaios seletivos
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Os bioensaios seletivos foram conduzidos em larvas L3 de Culex quinquefasciatus da
colonia CqSLab, mantidas no insetario do Departamento de Entomologia do Aggeu Magalhaes
(IAM/FIOCRUZ). A colénia CqSLab ¢ uma colonia de referéncia composta por larvas
suscetiveis a cepa 2362 de Ls. A coldnia foi estabelecida a partir de ovos coletadas na Regiao
Metropolitana do Recife, mantida a mais de 10 anos no insetario.

Aliquotas de 5 mg/ml do isolado 120A39 foram diluidas em concentragdes crescentes e
testadas em grupos de larvas da colonia CqSLab. Para cada concentragdao foram testadas em
triplicatas com 20 larvas, mantidas em copos com 100 mL de agua acrescidas da solugao
bacteriana. Apos o periodo de 48 h foi realizada a leitura da mortalidade. Os valores de
concentragdo letal de 50% (CL50) e 90% (CL90) foram obtidos por meio de analise de probit
pelo SPSS versdo 23 para windows. Cada bioensaio foi replicado ao menos trés vezes.

2.3 Analise citomorfolégica dos isolados

Aliquotas de 8 pl do isolado, obtidas a partir da ressuspensdao dos sedimentos
esporulados em centrifuga, foram fixadas em 2,5% de glutaraldeido 0,1 M em cacodilato de
sodio. Apos a fixagdo e lavagem do fixador, as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de
6smio 2% e ferricianeto de potassio 1,6% e lavados em PBS. Em seguida as amostras foram
centrifugadas e desidratadas em concentracdes crescentes de acetona. Apos a desidratacdo, as
aliquotas foram embebidas em resina Epon e acetona, levadas a estufa de secagem, cortadas em
ultramicrétomo e contrastadas com chumbo e uranila para serem visualizadas no microscopio
eletronico de transmissdo do Nucleo de Plataformas Tecnologicas do Instituto Aggeu
Magalhaes (NPT-IAM/PE).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 BIOENSAIOS SELETIVOS

O isolado 120A39 apresentou atividade entomopatogénica para larvas L3 de Culex
quinquefasciatus, colonia CqQSLAB (Tabela 1). De modo geral, as larvas da colonia CqSLAB
apresentaram suscetibilidade semelhante aos novos isolados quando comparadas com a cepa de
referéncia Ls 2362, com os limites de confianga para a CI50 e CL9( bastante proximos a
referéncia. Destaca-se também o fato da atividade larvicida do isolado 120A39 possuir valores
de Cl150 e Cl90 proximos a 2362, com limites de confianga contemplados pela referéncia.
Numa perspectiva ambiental, a utilizagdo de larvicidas bioldgicos como uma alternativa aos
quimicos representa uma forma viavel no manejo destes vetores, visto que sdo reconhecidos

casos de resisténcia na literatura aos inseticidas quimicos como organoclorados,
organofosforados e carbamatos (GONZALEZ et al., 1999, BECKER et al., 2010).

Tabela 1. Atividade larvicida do isolado Ls I120A39 contra larvas suscetiveis de Culex

quinquefasciatus.

Cepa N° larvas C150 (mg/mL) C190 (mg/mL)

Ls 2362 540 0,002 (0,002-0,002) 0,008 (0,006-0,01)
120A39 540 0,003 (0,002-0,003) 0,009 (0,007-0,012)

3.2 ANALISE CITOMORFOLOGICA DOS NOVOS ISOLADOS

Em comparagdo as células esporuladas da cepa 2362, os esporos do isolado 120A39
apresentaram as mesmas estruturas citomorfologicas que a referéncia (Figura 1). Os esporos do
novo isolado possuem didmetro de aproximadamente 1,0 um e largura variando de 4,5 a 5,0
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um. Seus esporos possuem morfologia cilindrica e possuem cristais proteicos na regiao
parasporal, de morfologia tipica para o género Lysinibacillus (ROCHA et al., 2023). Os cristais
presentes nas cepas classicas, tais como a cepa 2362, sdo compostos principalmente pela toxina
binaria, considerado o principal fator de atividade entomopatégena para a espécie (BAUMANN
et al., 1988).

Figura 1. Analise ultraestrutural dos isolados Ls 2362 e 120A39. Legenda: Ls 2362: A-B; Ls
Ls 120A39: C-D. ES = Esporo; Ex = Exosporio; CT = Cristal toxico; MP = Membrana

Ls 2362 120A33
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plasmatica; ME = Membrana externa; MC = Membranas corticais; MI = Membrana interna;
Cx = Cortex. Barra de 200 a 500 um.

4 CONCLUSAO

Lysinibacillus sphaericus ¢ uma espécie importante para o controle populacional de
mosquitos vetores de arbovirus. As acdes de bioprospeccao, baseadas na obtencdo de novos
isolados em campo, sdo acdes necessarias para ampliar ou aprimorar as estratégias ja existentes
no controle de mosquitos. O isolado 120A39, descrito neste trabalho, apresenta atividade
comprovada contra Culex quinquefasciatus, sendo uma alternativa bioldgica viavel em relagao
aos métodos tradicionais como o quimico, por exemplo. As caracteristicas citomorfologicas
deste isolado se encontram conservadas em relagdo a cepa de referéncia. Espera-se que estes
resultados possam ser usados nos programas de controle populacional de mosquitos, auxiliando
os métodos ja existentes.
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