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RESUMO

O Aedes aegypti é atualmente um grande problema de salde publica, sendo responsavel pela
disseminacdo de doencas infecciosas que tém causado epidemias em todo o mundo. Neste
contexto, o controle biolégico desse vetor surge como uma alternativa eficiente e
ambientalmente sustentavel em comparacao as rotas quimicas, e apresenta algumas vantagens
ambientais, como biodegradabilidade e baixa ou nenhuma toxicidade ao meio ambiente.
Bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis (Bt) tém apresentado resultados satisfatorios no
controle de dipteros, devido a producdo de proteinas denominadas Cry e Cyt. Sendo assim, este
estudo teve como objetivo isolar, caracterizar e testar a atividade de bactérias Bt de solos do
estado do Piaui sobre larvas do Aedes aegypti. Os isolados foram obtidos de amostras de solo
de nove municipios do sudeste do Piaui e a caracterizacdo e identificacdo das col6nias de B.
thuringiensis foi baseada em caracteristicas morfolégicas. Bioensaios foram realizados para
avaliar a patogenicidade e toxicidade das diferentes cepas de B. thuringiensis contra larvas de
terceiro instar de A. aegypti. As amostras de solos dos 9 municipios da regido submetidas ao
isolamento de bactérias geraram 421 colénias de bactérias com morfologia macroscopica tipica
de Bt. Desse total das amostras, 13% das colbnias apresentaram a morfologia microscopica
semelhante ao Bt e apenas a cepa, oriunda do solo de Ribeira do Piaui, mostrou-se positiva
contra a larva do Aedes aegypti, com 100% das larvas mortas no periodo de 32 minutos, com
Concentracdo Letal de 0,035mL. Sendo assim, esses resultados indicam que Bacillus
thuringiensis é uma alternativa viavel e com grande potencial biotecnol6gico, para o controle
de vetores de doencas de importancia na satde pablica. No entanto, sdo necessarios estudos,
incluindo o sequenciamento genético, para a analisar os genes responsaveis pela producédo da
proteina Cry, o que permitira uma melhor compreensao do potencial toxico dessas cepas.
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ABSTRACT

Aedes aegypti is currently a major public health problem, being responsible for the spread of
infectious diseases that have been causing epidemics worldwide. In this context, the biological
control of this vector is an efficient and more sustainable alternative compared to chemical
routes, and presents some environmental advantages, such as biodegradability and low or no
toxicity to the environment. Bioinsecticides based on Bacillus thuringiensis (Bt) have shown
satisfactory results in the control of Diptera, due to the production of proteins called Cry and
Cyt. Therefore, this study aimed to isolate, characterize and test the activity of Bt bacteria from
soils in the state of Piaui on Aedes aegypti larvae. The isolates were obtained from soil samples
from nine municipalities in southeast Piaui, and the characterization and identification of B.
thuringiensis colonies was based on morphological characteristics. Bioassays were performed
to evaluate the pathogenicity and toxicity of the different strains of B. thuringiensis against
third-instar larvae of A. aegypti. The soil samples from the 9 municipalities in the region
subjected to bacterial isolation generated 421 bacterial colonies with macroscopic morphology
typical of Bt. Of the total samples, 13% of the colonies presented microscopic morphology
similar to Bt and only the strain, originating from the soil of Ribeira do Piaui, was positive
against the Aedes aegypti larvae, with 100% of the larvae dead within 32 minutes, with a Lethal
Concentration of 0.035 mL. Therefore, Bacillus thuringiensis is a viable alternative, with
biotechnological potential, for controlling vectors of diseases of importance to public health.
However, further studies and new experiments are important, including genetic sequencing to
analyze the gene responsible for the production of the Cry protein.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, conhecido por abrigar uma das maiores biodiversidades do planeta, (Joly et al.,
2019), enfrenta desafios crescentes devido a ocorréncia de eventos climaticos extremos, como
secas e inundagdes. Essas mudancas ambientais ndo apenas reduzem a variedade de espécies, mas
também criam condicGes propicias para a propagacdo de doencas transmitidas por vetores como
Aedes aegypti (Barcellos et al., 2024; Lowe et al., 2021; Swei et al., 2020).

Nesse contexto, 0 mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € um dos principais vetores
responsaveis pela transmissao de arbovirus (virus transmitidos por artrépodes) causadores de
doencas como febre amarela urbana, chikungunya, febre Zika, dengue, entre outras, que infectam
milhares de pessoas em todo o mundo(Delrieu et al., 2023) , representando uma preocupacao
significativa para a satde publica no Brasil. Entre essas doencas, a dengue continua sendo a mais
alarmante devido a sua alta incidéncia e capacidade de causar surtos recorrentes.

A dengue é endémica em mais de 100 paises, principalmente nas regides tropicais, onde
as condicBes climéticas favorecem a proliferacdo desses mosquitos (OMS, 2012). No Brasil,
conforme o Painel de Arboviroses do Ministério da Satde (2024), até 27 de junho de 2024 foram
registrados 6.148.161 casos provaveis de dengue e 4.207 6bitos. No estado do Piaui, de acordo
com o boletim epidemioldgico da Secretaria de Estado da Satde do Piaui (Sesapi, 2024), relativo
as semanas epidemioldgicas 1 a 25 de 2024, incidéncia de dengue aumentou 105,9% em relacédo
ao mesmo periodo do ano interior, o que ressalta a necessidade de agdes continuas e efetivas para
o0 controle do vetor.

O virus da dengue (DENV), transmitido pela picada da fémea do mosquito A. aegypti, €
um virus de RNA pertencente a familia Flaviviridae (género Flavivirus) que causa a infec¢édo por
dengue (Bursali; Simsek, 2023). Possui quatro sorotipos principais (DENV-1, DENV-2, DENV-
3 e DENV-4), que podem causar tanto a forma classica da doenca quanto suas manifestacdes
mais graves (Katzelnick; Bos; Harris, 2020). A maioria das pessoas contaminadas pelo virus se
recupera, porém, parte deles podem progredir para formas graves, inclusive virem a 6bito. Fatores
econdmicos e sociais, como a expansdo continua do desenvolvimento urbano ndo planejado e
movimentos populacionais, contribuiram para a propagacdo da dengue nos ultimos anos.

Nessa perspectiva, o controle quimico por meio de inseticidas tem sido amplamente
utilizado para reduzir a populagdo de mosquitos, consequentemente, prevenir a disseminagéo da
dengue (Pliego-Pliego et al., 2020). No entanto, devido a sua aplicacdo continua desses produtos,
que sdo altamente tdxicos e de amplo espectro de acdo, tem levado sérios problemas ambientais,
como a poluicdo ambiental, contaminacdo de alimentos, mortalidade de organismos ndo-alvo e
selecdo de insetos naturalmente resistentes (Rocha et al., 2021). Dadas essas desvantagens, ha
uma clara necessidade de investigacdo de métodos mais eficazes e ecologicamente seguros para
0 controle desses vetores.

Neste contexto, entre as alternativas mais sustentaveis, biodegradaveis e que minimizem
danos ao ambiente e a salide humana, destacam-se o uso de 6leos essenciais (Santos et al., 2020)
e/ou microrganismos (Katak et al., 2023; Sunjka; Mechora, 2022). O controle bioldgico deste
vetor é uma alternativa eficiente e mais sustentdvel em comparagdo as rotas quimicas. A
identificacdo, isolamento e caracterizagdo de microrganismos ambientais, juntamente com seus
metabdlitos que apresentam atividades entomopatogénicas, tém emergido como opcoes
promissoras. Estes microrganismos podem incluir fungos, protozoarios e bactérias, cada um com
mecanismos especificos para o controle eficaz de pragas (Katak et al., 2023; Sunjka; Mechora,
2022).

Ainda que centenas de cepas bacterianas possam afetar insetos, apenas algumas podem
ser usadas de forma efetiva no controle biologico dos vetores que causam doencas tropicais.
Dentre 0s microrganismos entomopatogénicos, utilizados como principio ativo na producao de
bioinseticidas, destaca-se a bactéria Gram-positiva Bacillus thuringiensis (Bt), pertencente a



familia Bacillaceae (Fatima et al., 2023; Vargas et al., 2022). Essa bactéria tem a capacidade de
produzir, durante o processo de esporulacdo, inclusdes de cristais inseticidas, na forma de
protoxinas, que sdo formadas por uma variedade de proteinas inseticidas chamadas toxinas Cry
ou Cyt. Diferentes variedades dessa espécie produzem diferentes tipos de cristais, altamente
especificos para diferentes ordens de insetos. Essas toxinas apresentam acéo larvicida para certas
ordens de insetos, incluindo Diptera, a qual pertence o Aedes aegypti. (Zafar et al., 2022; Jurat-
fuentes; Crickmore, 2017).

O modo de acdo do Bacillus thuringiensis (Bt) ocorre quando a célula-mae se rompe,
liberando o esporo e as inclusBes proteicas no ambiente. Se ingeridas por um inseto suscetivel, as
proteinas Cry e/ou Cyt sdo solubilizadas e ativadas pelas proteases alcalinas presentes no intestino
do inseto. As proteinas Cry se ligam a receptores especificos na membrana apical do intestino
médio, enquanto a proteina Cyt interage diretamente com os fosfolipidios insaturados da
membrana. A atuacdo conjunta dessas proteinas resulta na formacg&o de poros e na destabilizacéo
da membrana intestinal, causando a morte do inseto por inani¢do devido a destruicdo do epitélio
intestinal (Solinc, Anderluh & Podobnik, 2023).

Ademais, em diferentes regiGes do mundo, estudos de B. thuringiensis tém buscado novas

cepas com potencialidades diferentes daquelas atualmente conhecidas para novos genes cry com
diferentes efeitos inseticidas (Cunha et al., 2024; Abu EI-Ghiet et al., 2023; Bukhari et al., 2022;
Aynalem et al., 2021). A grande extenséo do Brasil, que possui diferentes regides com climas
distintos, bem como uma grande diversidade de insetos, permite o isolamento de novas linhagens
de bactérias entomopatogénicas (De Oliveira et al., 2024; Soares -da- Silva et al., 2022).
Nessa conjuntura, a biodiversidade do estado do Piaui apresenta uma oportunidade promissora
para o isolamento de cepas de B. thuringiensis destinadas ao biocontrole do Aedes aegypti. O
estado apresenta diferentes formacdes florestais, entre as quais se destacam o Cerrado e a
Caatinga. O bioma Caatinga abriga uma grande biodiversidade, onde parte dela apresenta
espécies endémicas e pouco conhecida por grande parte da populagdo (Gariglio et al., 2010; de
Queiroz et al., 2018). Em adicdo, apresenta condi¢Oes climaticas extremas, como solos aridos,
alta incidéncia de radiacdo solar e temperaturas elevadas (Lima et al., 2020). Esses fatores séo
selecionados por espécies com adaptacdes especificas, como bactérias resistentes a ambientes
adversos. Logo, as cepas de Bt isoladas nessa regido podem conter combinacdes de toxinas do
gene Cry diferentes daquelas atualmente conhecidas.

Embora ja existente estudos na literatura cientifica sobre biocontrole de A. aegypti com
Bt, estes ainda ndo exploram a diversidade biolégica do sudeste do Piaui, que possui um potencial
substancial. A busca por novos isolados, principalmente em ambiente biologicamente diverso
fornecido, é essencial para a producdo de novas combinacBes de toxinas inseticidas, derivadas
dos genes cry e cyt, para o controle de larvas de mosquitos vetores. Assim, 0 presente estudo teve
como objetivo isolar, caracterizar e testar a atividade de bactérias Bt isoladas de solos do estado
do Piaui sobre larvas do Aedes aegypti.

2 METODOLOGIA
21 LOCAL E COLETA DE SOLO

O georreferenciamento dos locais de coleta de solo foi feito via GPS (Global
Positioning System) e escolhido entre em nove cidades do sudeste do Estado do Piaui: Campo
Alegre do Fidalgo, Capitdo Gervasio Oliveira, Jodo Costa, Lagoa do Barro do Piaui, Nova Santa
Rita, Pedro Laurentino, Ribeira do Piaui e Sdo Jodo do Piaui (Figura 1). De forma geral, 0s
municipios apresentam um clima semiarido quente, com caracteristicas de seca e chuvas
irregulares. A porcao sudeste do estado estd sob o dominio da Caatinga, vegetacéo tipica do
sertdo nordestino.



Figura 1- Cidades onde foram coletadas amostras de solo no estado do Piaui
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Fonte: My Maps Google - Autoria propria (2022).

Todas as coletas foram provenientes de solos da caatinga, um bioma que se caracteriza
por suas condi¢Bes ambientais extremas, incluindo um clima semiarido. A coleta foi realizada
com o auxilio de uma espétula previamente esterilizada (Figura 2). Inicialmente, removeu-se
uma camada de solo de 5 a 10 cm da superficie, seguida pela coleta de uma por¢do da camada
entre 10 a 20 cm. A amostra foi acondicionada em um tubo Falcon de 50 ml esterilizado.
Posteriormente, foi transportada em uma caixa de isopor resfriada para o Laboratorio de
Biologia do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncias e Tecnologia — Campus de Séo Jodo do
Piaui (IFPI-CASJP), para realizacéo da parte experimental. No laboratdrio, as amostras de solos
foram mantidas a uma temperatura de 4°C até sua utilizacao.




Nove amostras de solo foram selecionadas para o isolamento de bactérias para
representar todas as diferentes areas de acordo com as caracteristicas do solo e distribuicdo de
amostragem (Tabela 1).

Tabela 1: Coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta das amostras de solo, em 2024.
Descricéo de

Amostra Local Latitude Longitude .
Origem do Solo
1 Sao Jodo do Piaui 8°21°42.2”S  42°15’11.1”W Plantacédo de banana-
IFPI-CASJP
2 Bela Vista do Piaui 7°58’35.5”S  41°57°31.5"W Plantacdo capim-
elefante
3 Jodo Costa do Piaui ~ 8°30°39.0”S  4224°50.0"W Vegetagdo nativa
4 Ribeira do Piaui 8°09’13.9”S  42°29’56.4”W Solo orgénico
5 Capitdo Gervésiode  8°29°03.3”S  41°49°13.8”"W  Vegeta¢do nativa
Oliveira do Piaui
6 Nova Santa Rita do 8°06°30.6”S  4203°24.4°W Vegetacdo nativa-
Piaui Rod. Pres. Juscelino
Kubitschek
7 Campo Alegre do 8°22°50.7°S  41°50°25.5”W Vegetacao nativa- PI-
Fidalgo do Piaui 459
8 Pedro Laurentinodo  8°04°05.4”S  4217°11.0"W Solo organico
Piaui
9 Lagoa do Barro do 8°28°15.3”S  41°31’40.6”W Vegetacéo nativa- Pl-
Piaui 459

Fonte: Autoria prépria (2024).

2.2 ISOLAMENTO E CULTIVO DE BACTERIA

O isolamento das bacteérias foi realizado conforme as diretrizes da Organizacdo Mundial
de Saude (WHO, 1985) e Polanczyk (2004), com adaptac@es. Inicialmente, 1g de cada amostras
de solo selecionado foi adicionada a 10 ml de solucéo salina (autoclavada 0,85%). A mistura
foi submetida a agitacao por 40 minutos em incubadora do tipo Shaker com rotacdo de 200 rpm.
Apos a agitacdo, a mistura heterogénea foi submetida a choque térmico em banho-maria a 80°C
por 12 minutos, seguida por 5 minutos em banho de gelo a 5 °C, um procedimento para eliminar
bactérias ndo alvo em estado vegetativo (Figura 3).

Figura 3- Representacdo da etapa inicial para o isolamento e cultivo da bactéria do solo.
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Em seguida, realizou-se a dilui¢do seriada onde 100pL da amostra foram adicionadas a
900pL de solucio salina em tubos Eppendorf de 2 ml, formando uma amostra diluida em 1072,
A solucéo diluida foi distribuida em placas de Petri grandes contendo 70 ml de meio CCY
(Caseina—Caseina—Levedura) solido, contendo tampéo Fosfato, nutriente Stock, sais CCY, o
qual é especifico para induzir a esporulacdo da bactéria B. thuringiensis. O procedimento
ocorreu em uma bancada esterilizada, préxima a chama de fogo para evitar contaminacgéo. Apds
o plagueamento, as placas foram incubadas em uma estufa por 72 horas a 30°C (Figura 4). Vale
destacar que as coldnias selecionadas como tipicas de Bt da cultura inicial a partir das
caracteristicas macroscopicas, foram inoculadas em uma nova placa de Petri contendo meio de
cultura CCY, até que coldnias puras para fossem obtidas a caracterizacdo microscopica.

Figura 4- Representacdo da diluigdo seriada, plaqueamento e incubagdo da bactéria oriunda
do solo.
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2.3 CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS

Os testes morfologicos, com caracterizagdo macroscopica e microscopica foram
realizados para reduzir a quantidade de bactérias para o teste de toxicidade.

2.3.1 Caracterizacdo Macroscopica

Inicialmente, foi realizada caracterizacdo macroscopica para analisar a morfologia das
col6bnias cultivadas em meio de cultura especifico para Bacillus thuringiensis (Bt), seguido a
descricdo apresentada por Muniady et al. (2011). A partir dessa analise, as bactérias foram
selecionadas para a caracterizacdo microscopica e testes de toxicidade.

Na andlise macroscopica foram analisadas as seguintes caracteristicas das coldnias:
tamanho, forma, borda, transparéncia, brilho, cor, textura, elevacdo e consisténcia. O numero
de colbnias foi estimado com base nas caracteristicas tipicas de Bt: que incluem formato
arredondado, bordas irregulares, opacidade e coloracdo esbranquicada. As col6nias
identificadas como tipicas de Bt foram isoladas em uma nova placa de Petri contendo meio
solido CCY, utilizando-se 0 método de estriamento simples. O processo foi repetido até que
col6nias puras fossem obtidas, permitindo, entéo, a realizacdo da caracterizagdo microscopica.

2.3.2 Caracterizacdo Microscopica

A caracterizacdo microscopica da morfologia celular das amostras de bactérias foi
realizada como suporte para a identificacdo de bactérias entomopatogénicas. A mesma permite
a analise de caracteristicas tipicas de Bt como forma, tamanho e arranjo celular, que podem ser
distintivas na identificacdo e assegurar a eficacia no controle bioldgico de pragas.



Cada amostra isolada foi cultivada em tubo de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura
CCY liquido composto por nutrientes stock, tampéo fosfato e sais. Em seguida foi submetida a
uma incubadora do tipo Shaker por 24 horas, a 30°C, com agita¢do a 200rpm, para realizacéo
do teste Gram e visualizacdo das células vegetativas, para identificacdo da morfologia e
coloragdo Gram-positiva ou Gram-negativa. Em adi¢éo foi realizada a incubagéo por 72 horas
para observacao de esporos, com a mesma temperatura e agitacao.

ApOs esse periodo de crescimento (24 h), uma aliquota do caldo bacteriano foi
transferida para a lamina de microscopia e corada utilizando a técnica de coloracdo Gram para
identificar se a amostra apresenta a estrutura tipica de Gram-positivos. A analise microscopica
foi realizada com aumento de 100x, observando-se o formato das células, a formacéo de cadeias
celulares, a reacdo com coloracdo de Gram e a presenca de ultraestruturas celulares existentes
(esporos) apds as 72 h. Isolados que apresentaram células em forma de bastonete, corados como
Gram positivos, positivos para esporos e com a presenca ou ndo de cristais larvicidas foram
selecionados para triagem posterior (Silva-Werneck & Monnerat, 2001).

2.4 BANCO DE BACTERIAS

Todas as cepas bacterianas isoladas em estado de esporo, com ou sem presenca de
cristais larvicidas, foram preservadas para a constru¢cdo de um banco de bactérias no
Laboratorio de Biologia IFPI-CASJP, com o objetivo de serem utilizadas em pesquisas futuras
e/ou em aulas praticas. Para a preservacao, pequenas tiras de papel filtro estéreis (12 por tubo)
foram utilizados em tubos especificos. Em cada tubo, foi pipetada uma aliquota de 100 ul de
cada cepa sobre as tiras de papel filtro. Em seguida, os tubos foram fechados, identificados e
estocados (Figura 5).

Figura 5- Estoque de bactérias para a construgdo de um banco de bactérias no Laboratoério de
Biologia IFPI-CASJP.

Fonte: Autoria propria (2024).

2.5 BIOENSAIO SELETIVO

O bioensaio seletivo, ou discriminante, foi realizado para determinar quais estirpes
apresentavam atividade enteropatogénica com acao larvicida contra o A. aegypti, entre os 58
bacilos isolados oriundos das diferentes amostras de solos. As larvas utilizadas nos testes foram
obtidas no insetario do Laboratorio de Controle Bioldgico de Pragas na Universidade Federal
do Tocantins - Campus de Gurupi, no qual foram realizados os bioensaios. A patogenicidade



dos isolados foi avaliada contra larvas Ls (3° instar larval), conforme descrito em protocolo
pela Organizacdo Mundial de Sadde (WHO, 2005), com adaptacdes. Para o teste, 15 larvas
foram transferidas para copos de plasticos identificados individualmente, contendo 100 mL de
agua destilada. Em seguida, foi inoculado 1 mL do caldo bacteriano para determinar a
mortalidade das larvas (Figura 6). Os recipientes contendo as larvas foram mantidos em um
ambiente seco e arejado, sem interferéncia direta de correntes de ar provida de qualquer
natureza, e seguro de quedas para que se mantenha a integridade das amostras durante o periodo
de testes.

Figura 6: Tratamentos avaliados: bioensaios em triplicata,

Fonte: Autoria propria (2024).

A verificagdo de mortalidade foi realizada apos 24h de exposicdo das larvas ao
tratamento. O tratamento que resultou 100% de mortalidade foi considerada como positivo para
analises mais detalhadas. Os bioensaios foram realizados em triplicata, avaliando os isolados
dos 9 pontos de coleta. O controle foi realizado com a mesma quantidade de larvas e volume
de agua, exceto pelo tratamento, que recebeu o caldo bacteriano.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS

As amostras de solos dos 9 municipios da regido submetidas ao isolamento de bactérias
geraram 421 colbnias de bactérias com morfologia macroscopica tipica de Bacillus
thuringiensis, com maior quantidade em Sdo Jodo do Piaui (18,5%; n=79). Desse total das
amostras, 13% (n=58) das colbnias apresentaram a morfologia microscépica semelhante ao Bt.
sendo que os municipios de Lagoa do Barro, Ribeira e Nova Santa Rita apresentaram a maior
guantidade entre 10-14 isolados (Tabela 2). Vale ressaltar que, o protocolo designado usa
tratamentos térmicos, nos quais elimina seletivamente todas as bactérias ndo formadoras de
esporos e as células vegetativas (Muniady et al., 2011).



Ademais, o indice de Bt pode apresentar variagdo em varias regides do mundo, devido
a vérios fatores como as condi¢es climaticas e as propriedades do solo, um ambiente complexo
onde muitos fatores podem afetar a diversidade e a densidade da populagdo microbiana
(Polanczyk et al., 2004). Entretanto, ainda é limitado os estudos de isolamento de Bt que
também caracterizaram as propriedades do solo, o que dificulta uma comparag¢do mais completa
de fatores que podem estar diretamente associados a presenca dessa bactéria.

Tabela 2: Quantidade de col6nias e isolados com morfologia de Bacillus, oriundos dos solos
dos diferentes municipios.
COLONIAS COM ISOLADOS COM

. MORFOLOGIA MORFOLOGIA
AMOSTRAS  MUNICIPIO DE COLETA MACROSCOPICA MICROSCOPICA
DE Bacillus DE Bacillus
1 Sédo Joao do Piaui 78 8
2 Bela Vista do Piaui 50 4
3 Jodo Costa 50 8
4 Ribeira do Piaui 50 11
5 Capitdo Gervasio de Oliveira 50 5
6 Nova Santa Rita 50 10
7 Campo Alegre do Fidalgo 50 9
8 Pedro Laurentino 44 8
9 Lagoa do Barro 50 14
TOTAL 421 58

3.2 - CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS

A partir da analise da morfologia macroscépica da col6nia foram selecionadas as
bactérias com caracteristicas de Bacillus thuringiensis, onde se considerou as colénias de forma
arredondadas, de bordas levemente onduladas e coloragdo branca opaca (Figura 7a). Nenhuma
col6nia selecionada apresentou elevacdo. Algumas apresentaram aspecto transparente, e outras
com coloracdo amarelada ou rosa. Entretanto, estas diferencas morfoldgicas nao influenciaram
na esporulacdo e na producdo de cristais quando analisado as laminas, ndo sendo critério de
descarte para selecdo das amostras.

Os resultados da morfologia microscopica com a coloracdo de Gram mostraram que as
cepas bacterianas isoladas tinham formato de bastonete e bacilos gram-positivos, sugerindo que
as estirpes pertencessem a espécie B. thuringiensis. Como o género Bacillus consiste em
bactérias em forma de bastonete e Gram-positivas confirmadas, a coloracdo de Gram foi
conduzida para eliminar todas as outras bactérias que nao tém essas duas caracteristicas. Além
disso, foi possivel verificar a fase de crescimento do Bacillus, onde com 24h de crescimento se
verificou a presenca de células no estado de vegetativo de multiplicacdo (Figura 7b). Para a
realizacdo da coloragdo Gram, as estirpes deveriam estar ainda na fase vegetativa, sendo
possivel analisar a estrutura de suas celulas antes do momento da esporulacéo.

Apds 72h de crescimento foi verificado que as células passaram do estado vegetativo de
crescimento para o estado de esporo (Figura 7c). As amostras viaveis apresentaram esporos. No
caso de Bacillus thuringiensis foi considerada também a presenca de cristais. Caso a amostra
apresente células vegetativas, esporangios ou auséncia de esporos e cristais foi considerada ndo
viavel, pois ao final de 72 horas, todas devem apresentar estas caracteristicas A caracterizacdo
da morfologia microscopica foi importante, ja que sob certas condigdes restritivas do



crescimento observadas durante a fase estaciondria, esta bactéria entra em processo de
esporulacgdo e, no inicio desta fase, sintetiza um cristal de natureza proteica que é responsavel
pela atividade larvicida do Bt (Bravo et al., 2011).

Figura 7: Coldnias com caracteristicas tipicas de Bt (a); Coloracdo de Gram das cepas
bacterianas (b); Microscopia com visualizacdo do estado de esporo (c).
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Fonte: Autoria prépria (2024).

3.3 - BIOENSAIOS

O bioensaio seletivo permitiu identificar a cepa potencialmente capaz de secretar
metabolitos toxicos contra as larvas de Aedes aegypti. Apenas a cepa 4.8, isolada do solo de
Ribeira do Piaui, mostrou-se positiva, resultando em 100% de mortalidade das larvas em 32
minutos apo6s a inoculacdo de 1mL do caldo bacteriano. Esses resultados indicam que o
isolamento de Bacillus com potencial téxico, ocorre numa proporcao relativamente pequena,
considerando-se o total de 58 isolados, dos quais apenas uma cepa (0,58%) apresentou
toxicidade significativa.

Estudos prévios realizados por Lobo et al. (2018), investigaram as cepas de Bt, de
amostras de solo coletado na regido do Cerrado do Maranh&o, resultando em trés cepas que
ocasionaram 100% de mortalidade em 24h. Vale ressaltar que, no estudo citado foram
analisadas 45 amostras de solo de 17 municipios e obtidas 1225 coldnias bacterianas. Logo,
levando em consideracdo o quantitativo de amostras, o presente trabalho apresentando apenas
uma cepa com acgédo contra 0 A. aegypti mostra-se promissor.

Embora apenas uma cepa tenha demonstrado atividade larvicida, ja que as toxinas Cry
apresentam especificidade para determinado grupo de insetos, e no presente trabalho o teste foi
realizado apenas com uma especie. Esta particularidade ocorre devido aos receptores presentes
nas células dos organismos que se associam a determinada proteina (Brobowski et al., 2003).
A especificidade para insetos € amplamente determinada pela ligagcdo especifica das toxinas
Cry a proteinas de superficie localizadas nas microvilosidades das células do intestino médio
das larvas (Bravo et al., 2011). A literatura sugere que 0 mecanismo de resisténcia desenvolvido
no inseto esta relacionado com a reducdo de solubilidade e proteases envolvidas, devido as
diferencas presentes no intestino dos insetos (Aronson et al., 1991).

Vale ressaltar que, para ocorrer a atividade toxica do Bt faz-se necessario uma série de
eventos que se inicia com a ingestdo das inclusdes cristalinas pelas larvas dos insetos alvo. As
proteinas Cry, quando ingeridas pelo inseto, sdo solubilizadas pelo pH alcalino no intestino da
larva e liberadas como pro-toxinas que serdo ativadas por serino-proteases, formando toxinas



ativas que se ligam a receptores das microvilosidades intestinais. Apds a ligagdo, as toxinas
formam poros celulares, com aumento da permeabilidade da membrana e consequente lise
celular lise celular ao produzir um choque osmotico, levando a morte do inseto (Bravo et al.,
2011). Segundo Knowles (1994), se o intestino médio dos insetos apresentasse o pH elevado
evitaria a germinacao dos esporos ingeridos do Bt.

Nesse contexto, € importante enfatizar que a relacdo entre toxicidade e conteudo de
genes dos isolados de B. thuringiensis sdo fatores importantes e sugere atuacdo conjunta das
toxinas no controle de A. aegypti. As proteinas Cry sdo codificadas pelos genes Cry localizados
em maior parte nos plasmideos e, em pequenas quantidades, nos cromossomos Sao responsaveis
pela producao das toxinas (Vilas-Bboas & Castro-Gomez, 2012).

Costa et al. (2010) estudaram 1073 isolados de B. thuringiensis oriundos de diversas
regibes brasileiras e por meio de bioensaios seletivos e quantitativos e analises genéticas,
correlacionaram o efeito das diferentes combinagdes génicas com a eficiéncia dos isolados na
mortalidade das larvas do mosquito. Como resultados, os isolados que carregam trés ou mais
genes diptero-especificos (cry e cyt) foram efetivos nos testes dos bioensaios seletivos,
ocasionando mortalidade de 100%. Logo, novos isolados com genes que apresentam diferentes
modos de atuacdo poderdo ser utilizados para o desenvolvimento de bioinseticidas com maior
toxicidade e menores chances de o0 inseto tornar-se resistente.

3 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o Bacillus thuringiensis é uma
alternativa promissora, com grande potencial biotecnoldgico, para o controle de vetores de
doencas que representam um importante desafio a salde publica. No presente trabalho foi
possivel isolar e caracterizar estirpes de Bt, bem como confirmar a presenca de esporos e cristais
de proteicos, permitindo a criagdo de um banco de cepas de Bt com potencial larvicida. Esses
achados reforcam a viabilidade do uso de Bt como uma ferramenta eficaz no biocrontrole de
vetores, como o Aedes aegypti.

Além disso, o uso do Bacillus thuringiensis (Bt) no controle de vetores é uma estratégia
que se destaca por sua eficacia em reduzir a necessidade de inseticidas quimicos, minimizando
0s impactos ambientais negativos e 0s riscos a saude humana associados a esses produtos. No
entanto, a implementagéo do biocontrole em larga escala enfrenta desafios importantes, como
a falta de regulamentacdo adequada, a resisténcia por parte de alguns setores da agricultura e a
necessidade de maior conscientizacao sobre seus beneficios. Apesar dessas dificuldades, o uso
de biotecnologias como o Bt esta alinhado com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS), promovendo a saude publica e contribuindo para a protecdo da biodiversidade. Essa
abordagem oferece uma alternativa sustentavel e eficaz para o controle de vetores, essencial no
combate a doengas transmitidas por insetos.

Entretanto, como perspectivas futuras, a pesquisa deve ter continuidade com novos
experimentos, incluindo o bioensaio de dose e 0 sequenciamento genético detalhado, para a
andlise do gene responsavel pela producéo da proteina Cry, pois prediz o perfil de sua atividade
toxica e ird otimizar o direcionamento de novos bioensaios, tornando possivel avaliar o
potencial de controle real exercido contra um inseto-alvo especifico, contribuindo para o
aprimoramento das estratégias de controle bioldgico de vetores.
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