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RESUMO 

 

A atividade larvicida de B. sphaericus, procedentes de diversas localidades da Amazônia, foi estimada 

por meio de bioensaios com Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus. Pela análise de Probit foi 

determinada a concentração letal mediana (CL50) e a potência em relação à estirpe padrão 2362. Os 

resultados apontaram as estirpes IB15 (CL50 = 0,040 ppm), IB19 e S1116 (CL50 = 0,048 ppm), IB16 

(CL50 = 0,052 ppm) e S265 (CL50 = 0,057 ppm) como mais efetivas, sendo IB15 com potência cerca 

de 50% superior à estirpe 2362 nos bioensaios realizados contra A. darlingi e IB16 e S1116 mais 

potentes nos testes com C. quinquefasciatus, mostrando-se cerca de 300-400% superiores. Na 

caracterização molecular o gene da toxina binária foi diagnosticado em todas as estirpes estudadas e a 

toxina MTX1 foi observada em apenas quatorze estirpes. Com base nas sequências de BinA, foram 

observados 23 sítios polimórficos nas sequências, sendo apenas quatro informativos para parcimônia. 

Ao total obteve-se dez haplótipos entre as estirpes da Amazônia, sendo o haplótipo 1 (nove estirpes) 

similar a 2362 (Tipo 2) e o restante com sequências distintas. Os 16 sítios polimórficos observados 

nas sequências de aminoácidos resultaram em 19 aminoácidos variantes e, com base na distância 

genética, não foi possível estabelecer uma correlação entre variações nas sequências da toxina BinA e 

o nível de toxicidade, bem como a procedência das estirpes. Como B. sphaericus desperta um 

interesse biotecnológico na produção de biolarvicidas para controle de mosquitos vetores, foi 

estudado o crescimento microbiano da estirpe IB15 em meio NYSM, durante 24 horas de 

fermentação. IB15 apresentou um perfil de crescimento semelhante à estirpe 2362 quanto às 

produções de células, esporos, biomassa e em atividade larvicida ao longo da fermentação. Ao final, 

obteve-se 1,61x109 esporos.mL-1 com IB15 e 6,46x108 esporos.mL-1 com 2362. Os valores de TL50 

foram semelhantes, sendo em média 2,5h nos testes com uma cultura do bacilo ao final de 24 horas. A 

estirpe IB15 demonstrou ser adequada para crescimento em meio NYSM, apresentando níveis 

desejados de produção de esporos e toxinas ao longo da fermentação. São necessários estudos 

complementares sobre produção em grande escala com essa estirpe para o desenvolvimento de 
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biolarvicidas. Portanto, com os resultados obtidos nesse trabalho, verifica-se a grande importância do 

controle biológico de mosquitos com o emprego de bactérias entomopatogênicas, mostrando ser uma 

alternativa ou complemento viável no controle de mosquitos vetores na Amazônia.  

 

PALAVRAS-CHAVE 

Controle biológico, Mosquitos, Bacillus sphaericus, Caracterização molecular, Biolarvicidas, 

Entomopatogênicos. 
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ABSTRACT 

 

Larvicidal activity of B. sphaericus from several places in Amazonia, was estimated to 

Anopheles darlingi and Culex quinquefasciatus. Pobit analysis was used to determine the 

median lethal concentration (LC50) and potency relative to the 2362 standard strain. Findings 

pointed out strains IB15 (LC50 = 0.040 ppm), IB19 and S1116 (LC50 = 0.048 ppm), IB16 

(LC50 = 0.052 ppm) and S265 (LC50 = 0.057 ppm) as the most effective ones, being IB15 

with a potency of close to 50%, higher to strain 2362 in the assays carried out with A. 

darlingi. IB16 and S1116 were more potent in the experiments with C. quinquefasciatus, 

showing to be nearly 300-400% higher. Through molecular characterisation were diagnosed 

the binary toxin gene in all twenty studied stains and MTX1 toxin was found only on 

fourteen of them. Twenty-three polymorphic sites on the sequences were observed on the 

basis of the BinA sequences, being only four of them informative for the parsimony. As a 

whole, ten haplotypes were obtained amongst the Amazonian strains, being haplotype 1 (nine 

strains) similar to that of 2362 (Type 2) and the rest presenting distinct sequences. The 16 

polymorphic sites observed on the aminoacid sequences resulted into 19 variant aminoacids 

and, on the basis of the genetic distance among the strains, it was not possible to establish a 

correlation between variations on BinA toxin sequences and toxicity level, as well as 

precedence of the strains. As B. sphaericus raises biotechnological interest in the production 

of biolarvicides, IB15 strain microbial growth in NYSM medium during 24h of fermentation, 

was studied. It was found that IB15 presented a growth profile similar to 2362 strain to 

prduction of cells, spores, biomass and larvicidal activity throughout fermentation, with no 

statistically significant differences. At the end, 1.61x109 spores.mL-1 was obtained with IB15 

and 6.46x108 spores.mL-1 with 2362. LT50 values were similar, being in average 2.5h in the 
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experiments with one culture of the bacillus at the end of 24 hours. Strain IB15 showed to be 

suitable for growth in NYSM medium, presenting desirable levels of production of spores 

and toxins throughout fermentation. Further studies are needed on the large-scale production 

with that strain for the development of biolarvicides. Therefore, with the findings obtained in 

this study, one verifies the great importance of mosquito biological control with the use of 

entomopathogenic bacteria, showing to be a viable complement or alternative on the control 

of vector mosquitoes in Amazonia.   

 

KEYWORDS 

Biological control, Mosquitoes, Bacillus sphaericus, Molecular characterisation, 

Biolarvicides, Entomopatogenics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A malária, a filariose e o dengue estão entre as doenças transmitidas por mosquitos 

que registram os maiores números de casos em todo o mundo. Está em quinto lugar nas 

causas de morte por doenças infecto-parasitárias, superada apenas pelas doenças 

respiratórias, AIDS, diarréia e tuberculose (WHO 2005). Além do sofrimento que causam 

às pessoas acometidas, essas enfermidades representam um grande obstáculo ao 

desenvolvimento econômico e social, sobretudo nos países mais pobres, pois seus efeitos 

interferem diretamente na capacidade produtiva dos trabalhadores ativos (SAUME & 

MALDONADO 1993, TAUIL 2000). 

Entre essas doenças citadas acima, uma das mais graves em termos de saúde 

pública mundial é a malária. Também conhecida como paludismo, essa doença está 

presente em mais de 107 países. Segundo dados da OMS, os registros anuais estão em 

torno de 500 milhões dos casos, dos quais cerca de um milhão levam os doentes a óbito. As 

mortes são verificadas, principalmente, no continente africano e em crianças menores de 

cinco anos de idade (WHO 2004).  

Atualmente no Brasil, a incidência da malária está quase que totalmente 

concentrada na região amazônica onde é registrado 99,7% dos casos de todo o país 

(FUNASA/EP/SISMAL). A distribuição dos focos da doença não ocorre de forma 

homogênea e estão relacionadas, principalmente, aos locais de ocupação desordenada de 

terras, entre estas, invasões urbanas, exploração de minérios, entre outras (TADEI 2001).    

Um histórico dos casos de malária no Brasil, em duas décadas, pode ser 

visualizado na Figura 1. Nesse gráfico, observa-se o aumento progressivo nos casos a partir 

da década de 1980. A partir de 1999, a média anual passou a ser de 500.000 casos.  
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Figura 1. Casos de malária registrados no Brasil entre os anos de 1980-2005. Fonte: CGPNCN/SUS/MS. 
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O marco no controle de mosquitos vetores ocorreu em 1939, com a descoberta do 

diclorodifeniltricloroetano (DDT), um inseticida organoclorado, com elevada eficiência no 

controle de vetores e que apresentava baixo custo (OMS 1992). A eficácia contra as formas 

adultas do mosquito e o prolongado efeito residual incentivou o uso intensivo desse 

produto nos programas de controle no mundo todo, principalmente no período entre 1946 e 

1970, onde os casos de malaria foram reduzidos em até 50% nas áreas de maior incidência 

de malária (REY 1991).   

Com a diminuição dos casos da doença, os programas de controle foram reduzidos 

ou até mesmo encerrados sem que houvesse o desenvolvimento de um programa extensivo 

de vigilância epidemiológica. Consequentemente, anos mais tarde, em decorrência dessa 

redução dos programas de controle, somada aos primeiros registros de resistência em 

populações de anofelinos ao DDT, surgiram focos da malária em locais de transmissão 

considerados controlados, com exceção dos países da Europa e América do Norte, onde a 

vigilância e o desenvolvimento de estratégias de controle passam a ser intensificadas 

(OMS 1970, D’AMATO 2002).  

Este quadro, somado aos danos ao ecossistema e a saúde humana, resultou em 

uma revisão da estratégia global de erradicação da malária. Em 1992 durante a Conferência 

Ministerial de Amsterdã foi estabelecido o controle integrado da malária adequado às 

diferentes situações epidemiológicas. Outras medidas, além das relacionadas diretamente 

ao combate de vetores e ao parasito passaram a ser contempladas, tais como a articulação 

das autoridades competentes e a participação ativa da população por meio de informação 

sobre a doença, mecanismo de transmissão e importância do diagnóstico e tratamento 

precoces (SILVEIRA 2001).     

Os inconvenientes da utilização de inseticidas químicos estimulam a busca de 

métodos alternativos no controle de pragas e vetores no campo da Saúde Pública. Um bom 
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exemplo é o controle biológico, um processo natural de regulação populacional por meio 

de agentes bióticos que lhes são tóxicos e/ou letais (FONTES 1992). Esse método baseia-

se em um equilíbrio populacional onde uma espécie influencia o nível da outra, porém sem 

a supressão de nenhuma das duas, evitando efeitos ecológicos indesejáveis (FOWLER & 

DI ROMAGNANO 1992). 

Entre os agentes de controle microbiano, Bacillus thuringiensis Berliner (1915) é 

um dos melhores exemplos de agentes de sucesso no controle de insetos, é responsável por 

90% do mercado de bioinseticidas para controle de pragas com importância em agricultura 

e saúde pública (VALADARES-INGLIS et al. 1998).  Apresenta ação tóxica 

principalmente em insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera e 

apesar do largo espectro de ação, essa espécie de bacilo não é muito efetiva em águas 

poluídas e apresenta pouca atividade residual em campo por não se reciclarem no meio 

ambiente (LACEY 1984, WHO 1985, SOUZA et al. 1999).  

Outra espécie de bactéria com ação entomopatogênica é o Bacillus sphaericus 

Neide (1904), que apesar do menor espectro de ação em comparação com B. thuringiensis, 

apresenta grande efetividade no controle de mosquitos vetores de malária (YOUSTEN 

1984, BECKER 1997).  

Nesse contexto, no presente trabalho avaliou-se o emprego de estirpes de B. 

sphaericus provenientes de diversas localidades da Amazônia, como agente de controle de 

mosquitos vetores. O estudo concentrou-se na análise da atividade larvicida em Anopheles 

darlingi Root (1926) e Culex quinquefasciatus Say (1823), na caracterização molecular das 

toxinas inseticidas e na seleção de estirpes promissoras para uso em formulações de 

inseticidas biológicos.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Bacillus sphaericus NEIDE (1904) 

Bacillus sphaericus é uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporo circular 

de localização terminal ou subterminal deformante. De ampla distribuição mundial é 

comumente encontrada nos ambientes terrestres e aquáticos. É uma espécie heterogênea, 

definida por reações negativas nos testes fenotípicos tradicionais e pela incapacidade de 

utilizar açúcares como fonte de carbono para crescimento (CLAUS & BERKELEY 1986).    

A toxicidade em B. sphaericus é devida a produção de uma toxina binária com 

subunidades de 42 kaDa (BinA) e 51 kDa (BinB), durante a esporulação (BAUMANN et 

al. 1991). Segundo ALVES (1998), a toxina binária constitui um cristal protéico, formando 

um complexo parasporal envolvido por um esporângio (Figura 2). O B. sphaericus 

apresenta ação tóxica em larvas de mosquitos dos gêneros Culex, Anopheles, Psorophora e 

pouco ou nenhum efeito sobre larvas de Aedes sp., que são sensíveis ao B. thuringiensis 

(HABIB 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Complexo parasporal de Bacillus sphaericus. S (esporo), C (cristal de 

toxina). E (esporângio).  
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Apesar do B. sphaericus ter sido descrito no início do século XX, as primeiras 

observações de patogenicidade foram realizadas apenas em 1964 por KELLEN et al. 

(1965). O isolado denominado linhagem K apresentava baixo poder larvicida, levando 

cerca de sete dias para causar mortalidade em larvas de Culiseta incidens Thomson (1869) 

(Diptera: Culicidae). Posteriormente, com o isolamento da estirpe SSII-1 em mosquitos 

procedentes da Índia, com atividade larvicida cerca de 1.000 vezes superior à linhagem K, 

iniciou-se a busca por estirpes com potencial para controle biológico, visto os primeiros 

registros de resistência de mosquitos ao DDT (OMS 1970, SINGER 1973).  

A estirpe SSII-1 foi a primeira efetivamente estudada por sua atividade larvicida. 

Porém, a utilização em campo iniciou-se com a estirpe 1593, procedente da Indonésia 

(SINGER 1981). Posteriormente, foram isoladas estirpes com alta atividade larvicida como 

a 2297 no Sri Lanka (WICHREMESINGHE & MENDIS 1980) e a 2362 na Nigéria 

(WEISER 1984). Esta última é atualmente recomendada pela OMS como estirpe padrão 

nos inseticidas biológicos de B. sphaericus (WHO 2005).  

O aumento progressivo de B. sphaericus com alta toxicidade amplia o potencial 

tecnológico desse biolarvicida para controle de vetores (REGIS 2000). Outra importante 

característica de B. sphaericus e que confere vantagem para uso em campo é a persistência 

no ambiente por meio de reciclagem natural, utilizando as larvas mortas como substrato, 

inclusive em criadouros com alto teor de poluentes (HABIB 1989, CORREA & 

YOUSTEN 1995).  

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR  

Os estudos iniciais de identificação do B. sphaericus tinham como base 

características morfológicas e bioquímicas. No entanto, apenas as propriedades fenotípicas 

eram insuficientes para separar estirpes entomopatogênicas, uma característica variável 
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nessa espécie, tornando imprescindível outros métodos de caracterização biológica 

(MERCAN & ÇÖKMÜŞ 2004). Como essa espécie apresenta pouca reatividade aos testes 

bioquímicos clássicos, um grande passo na identificação de estirpes patogênicas foram os 

estudos da susceptibilidade diferencial aos bacteriófagos (YOUSTEN et al. 1980) e 

sorotipagem por meio de antígenos flagelares (De BARJAC et al. 1980).  

Avanços das técnicas em biologia molecular permitiram a diferenciação por meio 

de similaridade do DNA (KRYCH et al. 1980), os quais estabeleceram cinco grupos (I, 

IIA, IIB, III, IV e V) em 62 estirpes analisadas, sendo que as estirpes que apresentaram 

ação entomopatogênicas estavam agrupadas no subgrupo IIA. PRIEST et al. (1994) 

consideraram o grupo IIB de KRYCH et al.(1994) como uma nova espécie, o B. fusiformis.  

ZHANER (1992) estudou a heterogeneidade genética em 140 estirpes de Bacillus 

sp., procedentes de diversas regiões do Brasil, por meio de eletroforese de isoenzimas. Os 

resultados apontaram B. sphaericus como um complexo de espécies. A similaridade entre 

os grupos analisados, com base em polimorfismos nos sítios de restrição enzimática 

(RFLP) (AQUINO DE MURO et al. 1992) e em amplificações ao acaso no genoma 

bacteriano (RAPD) (WOODBURN et al. 1995), confirmou a existência de grupos distintos 

no complexo B. sphaericus.   

LAMPE (1998) estimou a similaridade entre estirpes de B. sphaericus patogênicas 

e não-patogênicas utilizando o gene 16S do RNA ribossomal, observando que não apenas 

estirpes patogênicas mostraram similaridade com o grupo IIA e que, portanto, é 

inadequado estudar esses grupos apenas com base em testes de patogenicidade.   

Uma revisão taxonômica de B. sphaericus e B. fusiformis foi realizada por 

NAKAMURA (2000) utilizando sequências do gene 16S do RNA ribossômico. Foram 

obtidos sete grupos, o grupo 1 correspondendo ao subgrupo IIA de KRYCH et al. (1980) o 

grupo 2 ao B. fusiformis (IIB), o grupo 3 representa o B. sphaericus “Stricto sensu” e os 



 
 8

grupos 4, 5, 6 e 7 correspondem a novos taxa. O autor reafirma o parentesco entre as cepas 

do grupo 1 e 2, porém as considera como pertencentes ao B. fusiformis.  

NAKAMURA et al (2003) validaram a nomenclatura de B. pycnus e de B. nedei 

para os grupos 6 e 7, respectivamente. Tendo em conta esses estudos foi proposto que B. 

fusiformis pertença ao grupo 1 e, portanto, a nomenclatura de B. sphaericus agrupa apenas 

o B. sphaericus “Stricto sensu”, bem como as cepas dos grupos 4 e 5.  

 

2.3 TOXINAS ENTOMOPATOGÊNICAS E MODO DE AÇÃO 

A patogenicidade de B. sphaericus resulta de uma ou mais toxinas que diferem em 

composição e tempo de síntese atuando no intestino médio da larva. A principal é a toxina 

binária, composta por um polipeptídeo de 42 (Bin A) e outro de 51kDa (Bin B). Essas 

toxinas são sintetizadas durante o processo de esporulação e depositadas como cristal junto 

ao esporo (BAUMANN et al. 1991, CHARLES et al. 1997).   

A ação da toxina binária nas larvas ocorre após a ingestão dos cristais protéicos 

juntamente com o alimento. As toxinas interagem com receptores do epitélio do intestino 

médio, desencadeando uma sucessiva destruição tecidual culminando com a morte da larva 

por um processo septicêmico, em decorrência da multiplicação bacteriana na hemolinfa 

(GERMANI 1993). Segundo SINGH & GILL (1988) e POOPATHI et al. (1999) os 

eventos nas larvas seguem a ordem descrita a seguir: 

1. ingestão do complexo esporo/cristal;  

2. solubilização dos cristais em pH alcalino no intestino da larva e liberação dos 

polipeptídeos de 51 e 42kDa (protoxinas);  

3. clivagem das protoxinas por ação de serina-proteases em fragmentos ativos. A 

toxina binária é degradada, por remoção de seqüências de peptídeos N- e C-terminal, para 

produtos tóxicos de 39 (BinA) e 43kDa (BinB);  
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4. ação da toxina ativada no epitélio intestinal e ligação aos receptores presentes 

na membrana do intestino médio e 

5. alterações citopatológicas e lise celular. 

 

As lesões histológicas nas larvas de mosquitos susceptíveis ao B. sphaericus 

mostraram danos em vários tecidos nos diferentes estágios da intoxicação bacteriana, com 

grave disfunção dos sistemas nervoso e muscular (SINGH & GILL 1988). Em larvas de 

anofelinos, os efeitos citopatológicos são observados a partir de 30 minutos após a ingestão 

da toxina, com aumento significativo de vesículas com atividades secretoras em células 

intestinais posteriores, seguido de um processo degenerativo nos diversos tecidos 

(OLIVEIRA 2005).   

Comportamentalmente, as alterações nos hábitos alimentares modificam-se a 

partir de dez minutos com a redução na taxa alimentar (DAVIDSON et al. 1995), cessando 

completamente até a quarta hora. As larvas perdem seus movimentos característicos, 

ficando paralisadas na superfície da água, porém apresentando resposta aos estímulos táteis 

(SINGH & GILL 1988).     

Os componentes da toxina binária presentes em quantidades equimolares nos 

cristais protéicos contribuíram para a formulação da hipótese de efeito sinérgico 

(DAVIDSON et al. 1990). O mecanismo de ação intracelular de B. sphaericus vem sendo 

elucidado com a descoberta da função dos componentes da toxina binária (BAUMANN et 

al. 1991, PORTER et al. 1993). Estudos no modo de ação sugeriram que BinB tenha sido o 

responsável pela ligação inicial na superfície do intestino larval e BinA confere a ação 

tóxica (BROADWELL et al. 1990, NICOLAS 1993).  BAUMANN & BAUMANN (1991) 

constataram efeito tóxico de BinA em células de mosquitos, porém em um grau menor do 

que na presença de BinB. 
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O modo como a toxina binária atua após a ativação das proteínas vem sendo 

esclarecido com evidência de que uma simples classe de receptores seja expressa na 

superfície do ceco gástrico e intestino posterior em espécies de mosquitos susceptíveis 

(NIELSEN-LEROUX & CHARLES 1992).  

Investigações sobre os efeitos da toxina binária em ensaios de afinidade com 

microvilosidades intestinais revelaram que o receptor em Culex sp é uma α-glicosidase de 

60kDa (Cpm1) que se liga ao epitélio via âncora GPI (Glicosil-fostatidilinositol) (SILVA-

FILHA et al. 1999). A interação entre os polipeptídeos seria importante para a formação de 

um complexo [BinA-BinB-Cpm1]-GPI (DARBOUX et al. 2001).  

Estudos moleculares mostraram que o fenômeno de resistência a inseticidas 

químicos em C. quinquefasciatus não está relacionado à alterações no sítio de ligação da 

toxina, mas às mutações que expressam proteínas desprovidas da âncora GPI, 

consequentemente, a toxina Bin não se liga aos receptores na membrana celular (SILVA-

FILHA 2005). 

Na comparação entre as sequências do gene do receptor de membrana em C. 

pipiens e C. quinquefasciatus (ROMÃO et al. 2005), verificou-se variações em 83 

nucleotídeos e os polimorfismos nas extremidades amino e caboxi terminais da proteína 

estariam relacionados com a diferença de susceptibilidade observada nessas duas espécies 

de mosquitos.   

Além da toxina binária alguns isolados dessa espécie produzem, durante o estágio 

vegetativo do crescimento, toxinas de membrana ou MTX. Essas toxinas não estão 

presentes em todos os isolados de B. sphaericus, mas apresentam distribuição em estirpes 

com alta e baixa toxicidade (LIU et al. 1993). Até agora foram descritas três dessas 

toxinas: MTX1 de 100kDa (THANABALU et al. 1991), MTX2 de 31,8 kDa 

(THANABALU & PORTER 1996) e MTX3 de 35,8kDa (LIU et al. 1996).  
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A toxina MTX1 é produzida na forma de pro-toxina e por ação de tripsina, resulta 

em um produto com atividade ADP-ribosil transferase (27kDa) e um domínio de ligação 

(70kDa) (THANABALU et al. 1993). Apesar da clivagem formar a toxina ativa, o 

processamento não foi a base da especificidade da toxina, pois também foram observadas 

em MTX1 tratadas com tripsina bovina ou em extratos de insetos não susceptíveis 

(THANABALU et al. (1992).  

Em bioensaio com MTX1 observou-se CL50 de 19ng.mL-1 com C. 

quinquefasciatus, 4060 ng.mL-1 em Chironomus riparus (Díptera: Chironomidae) e de 50 

ng.mL-1 em A. aegypti Linnaeus (1762) (PARTRIDGE & BERRY 2002). O efeito tóxico 

em A. aegypti tratada com MTX1 conferiu aumento no potencial das toxinas de B. 

sphaericus.  

A ação das toxinas MTX2 e MTX3 é desconhecida, porém, apresenta de 20 a 27% 

de similaridade com as ε-toxinas de Clostridium perfringens Veillon & Zuber (1898) 

(Clostridia: Clostridiaceae) e acredita-se que atuem por um mecanismo semelhante. As ε-

toxinas são responsáveis pela enterotoxemia em ovelhas e outros animais (PETIT et al. 

1997).  

Portanto, a identificação de toxinas inseticidas além de elucidar o modo de ação 

em organismos-alvo amplia o espectro de uso do B. sphaericus no controle de vetores.   

 

2.4 EFEITOS SOBRE ESPÉCIES NÃO-ALVO 

A propagação das doenças transmitidas por mosquitos é uma constante 

preocupação em saúde pública. Entre as bactérias entomopatogênicas, B. sphaericus foi 

rapidamente incorporado nos programas de controle de mosquitos por sua alta 

especificidade, sem causar danos ao meio ambiente (HORNBY et al. 1981, MULLA et al. 

1984). No entanto, testes de segurança desses patógenos na natureza quanto aos efeitos em 
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organismos não-alvo (NTO) e ao próprio homem são exigidos pela OMS antes do uso em 

campo (FEDERICI 1995).    

Nos estudos sobre os efeitos de B. sphaericus não foram observados ação tóxica 

em vertebrado e invertebrado não-alvo (MIURA et al. 1980, SIEGEL & SHADDUCK 

1990), no entanto, estudos com os cristais da toxina solubilizados realizados por THOMAS 

& ELLAR (1983) apresentaram atividades citolíticas não específicas. 

As estirpes de B. sphaericus SSII-1, 1404-9 e 1593 foram testadas para 

patogenicidade e infectividade em mamíferos por SHADDUCK et al. (1980). Os 

resultados demonstraram lesões em vários tecidos, porém não foram observadas morte ou 

patologias clínicas resultantes das injeções do bacilo. Dados semelhantes foram obtidos por 

De BARJAC et al. (1987) em estudos com fêmeas de ratos tratadas com doses da cultura 

total de B. sphaericus 2362, sorotipo H-5a,5b. BOSGELMEZ et al. (1989) estudaram a 

toxicidade de B. sphaericus em ratos e porcos-da-Guiné. Os animais receberam injeções do 

bacilo em áreas subcutâneas, intraperitoneais, intravenosas e percutâneas, também foram 

realizados testes de ingestão, inalação e irritação nos olhos com suspensões de 2x108 

bactérias/mL. Nenhum dos animais apresentou sintomas de doença e o comportamento, 

curva de crescimento e peso médio dos órgãos estavam dentro da faixa de normalidade.    

Os efeitos do biolarvicida VectoLex® (B. sphaericus 2362) nas larvas de Aedes e 

nos organismos não-alvo (copépodas, anfíbios e rotíferos) em  condições de laboratório 

(PHAM et al. 1988). Os resultados apontaram mortalidade de 99% nas larvas de Aedes, 24 

horas após a aplicação em doses a partir de 0,1 ppm. Não foram observados impactos nos 

organismos não-alvo em doses de até 1000 ppm.  

SAMPAIO et al. (2005) analisaram os efeitos de B. sphaericus sobre a 

entomofauna em tanques de piscicultura no Amazonas tratados com biolarvicidas de B. 

sphaericus. Esses autores não constataram alterações nas drásticas nos níveis populacionais 
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da entomofauna nesses criadouros. 

Um aspecto importante dos organismos não-alvo foi sugerido por YOUSTEN et 

al. (1991), a de que esses organismos poderiam contribuir com a dispersão da bactéria em 

áreas distantes da aplicação, pois foi observada a permanência dos esporos viáveis em 

ostras por até 21 dias e em caracóis por 49 dias, sem indicação de crescimento ou causa de 

patologias nesses animais.  

 

2.5 CONTROLE BIOLÓGICO 

O controle biológico é considerado um componente fundamental do equilíbrio na 

natureza com base no mecanismo da densidade recíproca (BERTI-FILHO 1999). O 

aumento populacional de um inseto-praga implica em maior quantidade de alimento 

disponível aos seus inimigos naturais, cujas populações também aumentam, provocando 

um decréscimo na densidade da praga (disponibilidade de alimento), o que acarretará na 

queda dos níveis populacionais dos inimigos naturais, permitindo que a população-praga 

volte a crescer.   

A existência de inimigos naturais propiciou o uso do controle biológico como uma 

tecnologia alternativa ao uso de inseticidas químicos contribuindo para a preservação de 

recursos naturais (DIAS 1992, LACEY & ORR 1994). Em Saúde Pública, essa ferramenta 

está voltada para a redução dos vetores, em níveis que não representem riscos de 

desencadeamento de epidemias (HABIB 1989). 

Em relação aos inseticidas químicos, as bactérias entomopatogênicas apresentam 

vantagens quanto à especificidade de ação (HABIB & ANDRADE 1998), segurança para a 

fauna não-alvo, inclusive o próprio homem (SIEGEL 2001) e de não oferecer riscos de 

poluição ao meio ambiente. Geralmente em B. sphaericus, a persistência dessa espécie em 

campo ocorre por meio da reciclagem natural (CORREA & YOUSTEN 1995). 
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Entretanto, a necessidade do conhecimento da biologia das espécies envolvidas, o 

planejamento das aplicações sincronizadas com o período ideal de atuação do controlador, 

as medidas de proteção para manutenção da viabilidade dos patógenos e o menor espectro 

de ação contra diversas pragas, são fatores que limitam o uso desse tipo de controle 

(ALVES 1998). 

 

2.6 INSETICIDAS BACTERIANOS  

Em todo o mundo, os métodos convencionais de controle de insetos-praga estão 

baseados no uso de produtos químicos. Apesar do controle biológico ser um método ideal 

de manejo, o agente para controle, seja de importância agrícola, médica, veterinária ou 

urbana, ainda são empregados em um nível muito aquém do seu potencial, em virtude de 

problemas como produção em grande escala, pouca estabilidade, limitado espectro de ação 

e, principalmente, pela falta de uma política governamental específica (NOMURA 2003).  

As bactérias são atualmente os agentes mais promissores com centenas de 

espécies descritas infectando inseto. Comercialmente, destacam-se B. thuringiensis e B. 

sphaericus (REGIS et al. 2001). No entanto, o mercado mundial de bioinseticidas 

representa apenas 2% de uma movimentação comercial em torno de U$ 30 bilhões e, deste 

percentual, B. thuringiensis corresponde a 90% (BISHOP 2002, MORAES 2005).  

No Brasil, os inseticidas biológicos são utilizados há mais de 50 anos e mesmo 

com comprovação de causarem menor impacto ao meio ambiente do que os químicos e não 

serem prejudiciais ao ser humano, nunca ocuparam um lugar de destaque no mercado de 

vendas (NAVON 2000).  

Além das inúmeras pragas agrícolas e vetores de doenças, a clonagem e a 

caracterização de novos genes codificadores de proteínas responsáveis pela atividade 

tóxica a insetos, têm ampliado as perspectivas no uso de proteínas inseticidas (SILVA-
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FILHA 2005).  

Segundo MORAES & CAPALBO (1986) e DIAS (1992), a produção inicial de 

bioinseticidas envolve diferentes etapas como: 

1. Identificação de inimigos naturais; 

2. Caracterização biológica; 

3. Armazenamento dos recursos genéticos em coleções devidamente 

catalogadas; 

4. Prospecção de insetos-alvo e 

5. Formulação.   

 

Ao final, o agente biológico entra na etapa final ou de desenvolvimento 

tecnológico, onde são realizados os estudos de produção, avaliação da tecnologia em 

grande escala e comercialização (GERMANI 1993, VILARINHOS et al. 1996).   

Embora os entomopatógenos possam ser aplicados puros, muitas vezes tais 

condições não permitem coberturas homogêneas. Isto pode ser conseguido por meio de 

formulações com melhor desempenho em campo sem perda da qualidade do produto 

(ALVES 2001). Uma formulação adequada é a base para o sucesso de um inseticida 

microbiano, pois depende de aspectos relacionados à fisiologia do microrganismo e 

adequação ao tipo utilização, levando em consideração os hábitos comportamentais do 

inseto-alvo (MORAES et al. 2001). 

A análise econômica da formulação deve ser criteriosa, uma vez que o preço final 

é um determinante na opção pelo produto (DIAS 1992). Portanto, é importante pesquisar 

com vistas em formulações de baixo custo, principalmente no caso de B. sphaericus que 

utiliza aminoácidos como fonte de carbono para crescimento. 

Estudos de produção de B. sphaericus com resíduos industriais apontam 
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resultados promissores como, por exemplo, as pesquisas realizadas por SANCHES (2000) 

demonstrando que em baixa concentração de nutrientes (1,5%) há uma grande conversão 

em biomassa (2,3x1011 UFC.mL-1 e esporulação de 90%) com produção estimada em U$ 

11.00/L. Também, os experimentos de RORBERG (2000) com resíduos das indústrias de 

cerveja, constataram a produção de 6x1010 UFC/mL e 5,2x1010 esporos.mL-1 a um custo de 

US$ 0.01/100L. 

Poucas são as informações disponíveis na literatura científica sobre formulados 

com entomopatógenos, pois em geral, constituem-se em objeto de patentes (COUCH, 

2000). Algumas instituições desenvolvem formulações em conjunto com empresas 

privadas como o caso do CENARGEN/EMBRAPA, associada à empresa BTHEK 

Biotecnologia, para o desenvolvimento do bioinseticida SPHAERUS SC, a base de B. 

sphaericus (José Manuel Cabral S. Dias, com. Pessoal).  

Os processos biotecnológicos constituem-se em uma ferramenta de extrema 

importância nas atividades de controle de vetores em alternativas racionais de menor 

impacto ao meio ambiente. O fato de proporcionarem produtos resultantes da prospecção 

da natureza permite avaliar o potencial da biodiversidade da região.   

 

2.7 CONTROLE DE VETORES POR B. sphaericus  

Após a descoberta das primeiras estirpes com ação entomopatogênica em B. 

sphaericus (KELLEN & MEYERS 1964, SINGER 1973) e em B. thuringiensis israelensis 

(GOLDBERG & MARGALIT 1977), a OMS passou a incentivar o uso de bactérias em 

grandes programas de controle de vetores (HOUGARD & BACK 1992, BECKER 1997).  

No controle de mosquitos, o B. sphaericus tem sido empregado com sucesso em 

países da África e América Latina (CASTRO et al. 1996, SKOVAND & BAUDUIN 1997, 

BERTI & ZIMMERMAN 1998, SKOVMAN & SANOGO 1999, BLANCO-CASTRO et 
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al. 2000).  

No Brasil, o uso de bactérias entomopatogênicas em Saúde Pública iniciou-se em 

1983 no Rio Grande do Sul com B. thuringiensis israelensis no controle de Simulium 

pertinax Kollar (1832) (Diptera: Simulidae) (RUAS-NETO 1984).   

Biolarvicidas a base de B. sphaericus foram empregados no controle de C. 

quinquefasciatus a partir de 1986 em Brasília – DF (VILARINHOS 1988), na área urbana 

de Recife e Olinda – PE (REGIS et al. 1995, REGIS et al. 2000) e em Montes Claros – 

MG (CONSOLI et al. 1997).  

Em Manaus, biolarvicidas à base de B. sphaericus são empregados em programas 

de controle de vetores da malária nas áreas periféricas da cidade, nos criadouros naturais de 

anofelinos, os quais são diretamente influenciados pelos pulsos das enchentes característica 

da região (TADEI & RODRIGUES 2002).  

Ações combinadas com diversas formas de intervenção como o exemplo das 

borrifações no peri e intradomicilio e o uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas, 

vêm mostrando resultados significantes no emprego de métodos integrados no controle de 

vetores (TADEI, 2001). Aliados ao fortalecimento dos sistemas de saúde e informação e de 

parcerias com instituições governamentais e acadêmicas, são decisivos na redução dos 

riscos de epidemias de malária e contribuem para a melhoria na qualidade de vida e do 

meio ambiente.  
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Estudar alguns aspectos da utilização de Bacillus sphaericus como agente no 

controle biológico de mosquitos vetores de doenças com grande importância em saúde 

pública no Amazonas. Para atingir esse objetivo, este estudo foi dividido em três capítulos: 

no Capítulo I foi testada a toxicidade de vinte estirpes de B. sphaericus em larvas de A. 

darlingi e C. quinquefasciatus, em condições de laboratório; no Capítulo II, foi realizada a 

caracterização molecular da toxina binária em vinte estirpes de B. sphaericus; e no 

Capítulo III foi descrito o crescimento microbiano da uma estirpe de B. sphaericus, 

promissora para controle com base nos bioensaios de toxicidade, sendo, inclusive, 

verificada a ação tóxica ao longo do processo de fermentação. 
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CAPITULO I. AÇÃO TÓXICA DE ESTIRPES DE Bacillus sphaericus DA AMAZÔNIA EM 

LARVAS DE Anopheles darlingi E Culex quinquefasciatus 

 

I.1 INTRODUÇÃO 

 

A prospecção de isolados virulentos é uma das etapas mais importantes na 

consolidação de um programa de controle de mosquitos por bactérias entomopatogênicas. 

Por meio de bioensaios é possível verificar o efeito do patógeno sobre insetos-alvo e o grau 

de toxicidade, assim, selecionar os mais promissores para a produção de inseticidas 

biológicos.   

O estudo da atividade larvicida em Bacillus sp. envolve diversos fatores tais 

como: diferença entre as estirpes, espectro de ação, efeitos sobre a espécie-alvo e 

influências do ambiente (ALVES 1998). Além destes, o tipo de bioensaio empregado 

representa um grande obstáculo na comparação dos resultados, pois a falta de padronização 

dos testes pode acarretar conclusões pouco confiáveis (POLANCKYZIC, 2004).  

No Brasil, atividades de prospecção de B. sphaericus nas diversas regiões do país 

têm propiciado a descoberta de estirpes altamente tóxicas (SCHENKEL el al. 1992, 

VILARINHOS 1996, SILVA et al. 2002, LITAIFF & TADEI 2005), porém, pouco se 

conhece sobre o potencial de isolados da Amazônia no controle dos vetores de 

enfermidades como a malária, que representa um grave problema social nessa região 

(RODRIGUES et al. 1999, OLIVEIRA & RODRIGUES 2001, LITAIFF 2002). 

Dentro do programa de controle de vetores de importância em saúde pública, o 

grupo de pesquisa em controle biológico do Laboratório de Vetores de Malária e 

Dengue/INPA vem consolidando a construção de um banco de bactérias 

entomopatogênicas. Esse banco constitui-se em uma ferramenta tecnológica no controle de 
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vetores, ao mesmo tempo em que possibilita estimar a biodiversidade dos microrganismos 

da região. Portanto, a realização deste trabalho busca reunir informações sobre a atividade 

larvicida de B. sphaericus, provenientes da região Norte do Brasil em mosquitos vetores. 
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I.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I.2.1 Constituir um banco de germoplasma de Bacillus sphaericus com ação 

entomopatogênica provenientes de diversas localidades da Amazônia; 

 

I.2.2 Avaliar a toxicidade de Bacillus spahericus da Amazônia em larvas de 

Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus; 

 

I.2.3  Determinar a potência das estirpes de Bacillus sphaericus em relação à estirpe 

padrão 2362, visando selecionar a estirpe com maior toxicidade para 

posterior produção de inseticidas biológicos. 
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I.3 MATERIAL E MÉTODOS 

O isolamento de B. sphaericus e os experimentos de avaliação da atividade 

larvicida foram realizados no Laboratório de Vetores de Malária e Dengue, Coordenação 

de Pesquisas em Ciências da Saúde - INPA.   

 

I.3.1 ISOLAMENTO DE Bacillus sphaericus 

As estirpes de B. sphaericus foram isoladas a partir de amostras de solo 

provenientes de doze localidades do Amazonas. Estirpes oriundas de outros três estados da 

região Norte foram obtidas no Banco de Germoplasma de Microrganismos 

(CENARGEN/EMBRAPA), cedidas pela Dra. Rose Gomes Monnerat. As estirpes 

estudadas estão listadas na Tebela 1 e encontram-se depositadas na coleção de 

entomopatógenos do Laboratório de Vetores de Malária e Dengue/INPA. A estirpe 2362, 

isolada na Nigéria (WEISER, 1984), foi utilizada como estirpe padrão nos testes de 

toxicidade.  

O isolamento de B. sphaericus foi realizado segundo protocolo da OMS (WHO, 

1985). Em cada amostra foi pesado um grama de solo, transferido para tubos estéreis 

contendo 10mL de NaCl (0,85%) e homogeneizado durante cinco minutos. Em seguida, foi 

submetido a choque térmico (80oC por 12 minutos e a 0oC por 5 minutos) para selecionar 

as bactérias formadoras de esporos (TRAVERS et al. 1987). Procedeu-se às diluições 

seriadas em solução salina (NaCl 0,85%) e 1mL da diluição 10-5 foi distribuída em Placas 

de Petri contendo meio ágar nutritivo, cuja composição é descrita a seguir: 

 g/L 

Ágar  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 

Peptona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 

Extrato de carne . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3,0 
Ajustado em pH 7,0 e autoclavado a 120�C por 20 minutos. 
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As placas foram incubadas em estufa bacteriológica à temperatura de 30oC por um 

período de 48 horas. Após o crescimento foram observadas características morfológicas 

das colônias e as selecionadas por caracteres de bacilos foram plaqueadas em meio seletivo 

com penicilina G (100 mg.L-1) e estreptomicina (25 mg.L-1) e mantidas em estufa 

bacteriológica a 30 oC por 48h. Após esse período, as colônicas de B. sphaericus foram 

identificadas por crescimento diferencial nas placas com antibiótico e por observação em 

imersão em microscópio óptico de contraste de fase.  

 

I.3.2 LIOFILIZAÇÃO 

As estirpes foram liofilizadas para posterior utilização nos bioensaios. Alíquotas 

de 1 mL da cultura com 12 horas de crescimento foram inoculadas em 20 mL de caldo 

nutritivo e mantidas em incubador rotativo a 30oC e 200rpm, por 24 horas. 

Após o crescimento, o caldo foi centrifugado a 12.000rpm durante 20 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso em água destilada estéril. Esse 

procedimento de lavagens sucessivas do meio de cultura foi realizado três vezes e o 

precipitado da última centrifugação foi congelado a -20oC por 12 horas. Ao final desse 

período, o material foi submetido à desidratação a -51oC em liofilizador de alto vácuo 

(Freeze Dryer Micro Modulyo – Edwards), ficando apenas o material sólido contendo os 

esporos. O produto foi transferido para um tubo de vidro e armazenado em dessecador com 

sílica-gel.  

 

I.3.3 CRIAÇÃO DE LARVAS DE A. darlingi E C. quinquefasciatus USADAS 

NOS BIOENSAIOS 

Os bioensaios foram realizados contra larvas de terceiro estádio de A. darlingi e 

C. quinquefasciatus. As larvas foram criadas em insetário sob ambiente controlado com 



 
 24

temperatura de 26 ± 2 oC, umidade relativa a 85% e fotofase de 12 horas, segundo 

SCARPASSA & TADEI (1990). 

Para obtenção das larvas de C. quinquefasciatus foram mantidas colônias da 

espécie no insetário. Para A. darlingi houve a necessidade de coletar o mosquito adulto 

pela dificuldade de manutenção de colônias.  

Coletas periódicas foram realizadas em Manaus e Coari – AM. Em campo, as 

fêmeas de anofelinos eram capturadas antes de realizarem o repasto sanguíneo e no 

laboratório eram alimentadas com sangue de Gallus gallus. As fêmeas ingurgitadas eram 

postas para desovar em copos individuais telados (Figura 3A), revestidos de papel-filtro 

umedecido para evitar dessecação dos ovos e acomodadas em caixas de isopor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. A. Copos telados usados para coleta (maior) e desovas (menores) e B. cubas 

esmaltadas para criação das larvas de mosquito. 

 

Após período de oviposição, em média de três a cinco dias, as desovas eram 

transferidas para bandejas esmaltadas (Figura 3B) contendo água potável e alimento 

(farinha de peixe e fígado bovino 8:1). As bandejas recebiam numeração do mosquito 

correspondente, o qual era identificado em nível de espécie usando a chave de 

identificação de CONSOLI & LOURENÇO-DE-OLIVEIRA (1994).   

A B
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A água das bandejas era trocada a cada dois dias e acrescentada nova quantidade 

do alimento. Esse procedimento foi repetido até as larvas atingirem o terceiro estádio, 

quando eram utilizadas nos bioensaios. 

 

I.3.4 BIOENSAIOS 

Os bioensaios foram realizados segundo DULMAGE et al. (1990). Do bacilo 

liofilizado obteve-se uma solução estoque de 50 partes por milhão (ppm) e por diluições 

sucessivas sete doses finais: 1,0 ppm; 0,5 ppm; 0,25 ppm; 0,12 ppm; 0,06 ppm; 0,02 ppm e 

0,01ppm.  

Em cada tratamento foram montadas réplicas de cinco copos plásticos contendo 

100 mL de água destilada, 1 mL de alimento (item 1.3.3), 20 larvas de terceiro estádio e a 

dose do bacilo (Figura 4). Foram montados copos controle nas mesmas condições 

anteriormente descritas, porém sem o tratamento com bacilo. Os bioensaios foram 

realizados em triplicata montados em dias alternados (havendo em cada uma um grupo 

controle), totalizando 300 larvas por dose. 

 

Figura 4. Disposição dos copos plásticos durante um bioensaio. 
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O monitoramento dos bioensaios foi realizado em intervalos de 24 e 48 horas após 

aplicação do bacilo com a contagem de larvas vivas e mortas. Observando que foram 

considerados mortos os indivíduos que não responderam com movimentos ao serem 

tocados por um palito. Os bioensaios onde o grupo controle apresentou mortalidade 

superior a 10% foram descartados. Naqueles em que a mortalidade atingiu valores acima 

de 5% (e inferior a 10%) foram corrigidos com a fórmula de Abbott (FINNEY 1981).  

Os dados de mortalidade das larvas foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade, utilizando-se o programa MINITAB.  

A concentração letal mediana (CL50) e a potência relativa à estirpe 2362 foram 

obtidas por análise de Probit (FINNEY 1981), com auxílio do programa POLO-PC / LeOra 

Software - 1987.  

Os isolados mais potentes foram comparados com a estirpe padrão em grau de 

virulência por meio das retas de regressão linear. As retas foram construídas com base nos 

valores de probit esperado a partir da equação de regressão linear e do probit observado 

obtido pela conversão dos percentuais de mortalidade (FINNEY 1981). 
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I.4 RESULTADOS  

 

I.4.1 ISOLAMENTO DE Bacillus sphaericus 

Foram obtidos 12 isolados de Bacillus sphaericus das amostras de solo coletadas 

no Amazonas (Tabela 1). Somando-se às oito estirpes cedidas pelo 

CENARGEN/EMBRAPA e a estirpe padrão 2362, totalizaram 21 estirpes estudadas nesse 

trabalho. 

 

I.4.2 ATIVIDADE LARVICIDA 

Os resultados obtidos nos bioensaios com as 21 estirpes, em valores cumulativos 

nas leituras de 24 e 48 após a aplicação do bacilo, estão representados de forma resumida 

nas Tabelas 2 e 3, em testes com larvas de A. darlingi e C. quinquefasciatus, 

respectivamente. Somando-se os testes constantes destas duas Tabelas, foram utilizadas 

100.800 larvas em todos os bioensaios realizados.  

Maior percentual de mortalidade das larvas ocorreu nas primeiras 24 horas. Nos 

testes com A. darlingi, os isolados mais efetivos foram IB15, com 1430 larvas mortas 

(68,1%), S1116 com 1366 (65,0%) e IB19 com 1364 (64,9%) em 24 horas. Em 48 horas, 

os resultados foram, respectivamente, 1485 larvas mortas (70,7%), 1428 larvas (68,2%) e 

1432 larvas (68%). Menor efeito foi obtido com o isolado IB12, que mostrou apenas 604 

larvas mortas em 48 horas, correspondendo ao percentual de apenas 28,8%.  A estirpe 

padrão 2362 causou morte em 61,7% (1295 larvas) em 24 horas e 65% (1367 larvas) em 48 

horas (Tabela 2). 

Nos testes com C. quinquefasciatus (Tabela 3), os maiores valores de mortalidade 
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entre as larvas na leitura de 24 horas foram obtidos com as estirpes S1116 – 81,2% (1705 

larvas mortas), S265 – 80% (1683 larvas), IB19 – 78,4% (1646 larvas), IB10 – 75,8% 

(1593 larvas) e IB15 – 75% (1574). Em 48 horas, a mortalidade máxima foi observada nas 

larvas com a estirpe IB16 - 84,7% (1778 larvas mortas) e S1116 – 84,1% (1767 larvas). 

Nos bioensaios com 2362 o maior percentual de mortalidade foi 63,7% (1337) em 48 

horas.    
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Tabela 1. Estirpes de B. sphaericus isoladas em amostras de solos provenientes de diversas 

localidades da região Norte do Brasil.  

ESTIRPE PROCEDÊNCIA ORIGEM 

IB05 Tarumãzinho, Manaus – AM 1 

IB07 Janauarilândia, Iranduba – AM 1 

IB08 Coari – AM 1 

IB09 Coari – AM 1 

IB10 Tupé, Manaus – AM 1 

IB11 Presidente Figueiredo – AM 1 

IB12 Manaus – AM 1 

IB15 Janauarilândia, Iranduba – AM 1 

IB16 Manaus – AM 1 

IB17 Manaus – AM 1 

IB18 Presidente Figueiredo – AM 1 

IB19 Tarumãzinho, Manaus – AM 1 

S265 Belém – PA 2 

S323 Boa Vista – RR 2 

S579 Boa Vista – RR 2 

S589 Boa Vista – RR 2 

S594 Boa Vista – RR 2 

S662 Lagoa Cacoal Grande, Belém – PA 2 

S841 Belém – PA 2 

S1116 Itaubal – AP 2 

2362 Nigéria  3 
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Tabela 2. Mortalidade das larvas de Anopheles darlingi em valores cumulativos nos intervalos de 24 e 48 horas, observada nos bioensaios com Bacillus sphaericus.  

 C = controle
ppm = parte por milhão 

(   ) = percentual de larvas mortas
  -   = 100% de mortalidade na leitura anterior  
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Tabela 3. Mortalidade das larvas de Culex quinquefasciatus em valores cumulativos nos intervalos de 24 e 48 horas, observada nos bioensaios com Bacillus sphaericus. 

C = controle
ppm = parte por milhão 

(   ) = percentual de larvas mortas
  -   = 100% de mortalidade na leitura anterior  
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Considerando o número de larvas mortas em valores não cumulativos nos dois 

horários de leitura, excluindo o grupo controle, 44.100 larvas foram testadas para cada uma 

das espécies-alvo e o maior índice de mortalidade ocorreu nas primeiras 24 horas. Nos 

bioensaios com A. darlingi foram obtidos 21.086 (47,81%) larvas mortas em 24 horas e 

1.609 (3,65%) larvas mortas em 48 horas, nos experimentos com C. quinquefasciatus 

obteve-se 27.661 (62,72%) e 1.780 (4,04%) larvas mortas em 24 e 48 horas, 

respectivamente (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O desempenho de cada isolado, em valores não cumulativos nos intervalos de 24 e 

48 horas está representado na Figura 6. Cerca de 90% da mortalidade das larvas ocorreu 

em 24 horas e entre os isolados observou-se maior susceptibilidade nas larvas de C. 

quinquefasciatus, exceto nos bioensaios com B. sphaericus IB17 e S579 onde maior 

susceptibilidade foi constatada em larvas de A. darlingi.  
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Figura 5. Larvas mortas nos bioensaios com Bacillus sphaericus em 24 e 48 horas de 

contato, em valores cumulativos por espécie-alvo.   
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Figura 6. Larvas mortas de Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus observadas nos bioensaios 

com Bacillus sphaericus em valores não cumulativos nos intervalos de 24 e 48 horas.   
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A hipótese de variações na efetividade dos isolados de B. sphaericus quanto à 

mortalidade das larvas em diferentes intervalos de leitura foram examinadas 

estatisticamente por meio da ANOVA, obtendo-se para a leitura de 24 horas, F = 316,47 

(P<0,001) e para 48 horas, F = 299,58 (P<0,001). Como os valores de F foram altamente 

significativos, rejeitando a hipótese de homogeneidade nos resultados analisados, 

procedeu-se à aplicação do teste de Tukey para comparação entre as médias de mortalidade 

das larvas de A. darlingi e C. quinquefasciatus, nos bioensaios com B. sphaericus, Tabelas 

4 e 5, respectivamente.     

  Os percentuais de mortalidade nas larvas de A. darlingi nos três bioensaios com 

B. sphaericus em 24 horas (Tabela 4), apontaram os isolados IB15, S1116 e IB19 (  = 

65,8%) como os mais eficazes nos bioensaios com A. darlingi e os isolados IB16, S265, 

S1116, IB10, IB15, IB12, S594, IB19, S580 e IB08 (  = 74,4%) foram os mais eficientes 

nos testes com C. quinquefasciatus quando comparados com os resultados da estirpe 

padrão 2362 (  = 61,6%) em valores estatisticamente significativos a 95% de 

probabilidade. As estirpes com menor efetividade foram S579, IB18 e IB12, com 

mortalidade média de 26,5% nos bioensaios com A. darlingi e os isolados IB18, IB17 e 

S579 (  = 24,1%), nos testes com C. quinquefasciatus.  

Em 48 horas (Tabela 5), destacaram-se com maior efetividade os isolados IB15, 

IB19 e S1116 (  = 69,0%) e os isolados S579, IB11, IB18 e IB12 com menor percentual 

de mortalidade (  = 31,6%) nos testes com A. darlingi. Nos experimentos com C. 

quinquefasciatus, os maiores percentuais de mortalidade foram obtidos com os isolados 

IB16, S1116, S265 e IB10 (X = 82,8%) e os menores com IB18, IB17 e S579 (  = 

27,8%).  

 



 
 35

 

Tabela 4. Mortalidade média das larvas de Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus em três 

bioensaios com Bacillus sphaericus após 24 horas de contato. 

MORTALIDADE % 

ESTIRPE A. darlingi  ESTIRPE C. quinquefasciatus 

IB15 67,42 ± 1,98   a CD  IB16 82,38 ± 1,90   a A 

S1116 65,04 ± 0,46   a CD  S265 80,14 ± 1,00   a AB 

IB19 64,95 ± 0,22   a CD  S1116 76,86 ± 8,67   a AB 

IB16 64,00 ± 0,50   ab CD  IB10 75,86 ± 0,93   ab AB 

S265 61,19 ± 0,46   b D  IB15 74,95 ± 3,41   b B 

S841 56,57 ± 0,14   c E  IB12 73,81 ± 0,42   b B 

S594 56,37 ± 1,30   c E  S594 72,19 ± 2,49   bc BC 

S323 55,09 ± 1,05   c E  IB19 70,24 ± 1,54   bc BC 

S662 53,81 ± 1,11   c E  S580 69,81 ± 1,41   bc BC 

S589 50,47 ± 1,41   d EF  IB08 68,24 ± 0,58   c C 

IB08 49,80 ± 2,11   d EF  S323 66,00 ± 0,50   cd CD 

IB09 45,52 ± 0,22   e F  IB09 63,76 ± 1,20   cd CD 

IB07 41,04 ± 1,15   f F  IB07 62,14 ± 1,68   d D 

IB17 34,04 ± 1,05   g G  S841 61,43 ± 0,50   d D 

IB05 33,28 ± 0,57   g G  IB05 61,00 ± 1,31   d D 

IB10 32,62 ± 1,30   gh G  S662 59,72 ± 1,41   d D 

IB11 30,60 ± 0,54   h GH  IB11 54,14 ± 1,40   e E 

S579 27,28 ± 1,25   i H  IB18 31,62 ± 3,25   f G 

IB18 26,33 ± 0,95   i H  IB17 22,38 ± 0,46   g H 

IB12 25,90 ± 0,86   i H  S579 18,33 ± 1,72   g H 

2362 61,66 ± 0,30   b D  2362 59,72 ± 2,35   d D 

Controle 1,19 ± 0,43   g I  Controle 1,70 ± 0,40   g I 
Letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Teste Tukey) (P>0,05). Letras maiúsculas, comparações entre as 

médias nas colunas. Letras minúsculas, comparações entre médias nas linhas.  
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Tabela 5. Mortalidade média das larvas de Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus em três 

bioensaios com Bacillus sphaericus após 48 horas de contato. 

MORTALIDADE % 

ESTIRPE A. darlingi  ESTIRPE C. quinquefasciatus 

IB15 70,71 ± 1,51   a BC  IB16 84,67 ± 1,80   a A 

IB19 68,19 ± 1,25   ab C  S1116 83,72 ± 1,45   ab A 

S1116 68,14 ± 1,75   ab C  S265 82,81 ± 2,80   ab A 

IB16 66,33 ± 1,51   ab CD  IB10 80,00 ± 0,51   ab AB 

S265 64,38 ± 1,68   b CD  IB15 77,90 ± 0,22   b B 

S841 60,95 ± 1,08   bc CD  IB12 77,90 ± 073    b B 

S594 59,67 ± 2,41   bc D  IB19 78,38 ± 1,03   b B    

S323 58,71 ± 5,15   bc D  S323 74,29 ± 0,85   bc BC 

S662 56,90 ± 1,66   c D  S580 74,09 ± 3,43   bc BC 

IB08 54,00 ± 0,94   cd DE  IB08 73,76 ± 1,36   c BC 

S589 53,62 ± 1,43   cd DE  IB07 68,57 ± 1,21   cd C 

IB09 48,76 ± 0,91   d E  S594 68,29 ± 0,14   cd C 

IB07 45,10 ± 1,30   de E  IB05 67,33 ± 2,08   cd C 

IB17 39,47 ± 1,66   e EF  IB09 67,24 ± 0,79   cd C 

IB05 39,10 ± 1,56   e EF  S841 64,81 ± 0,87   d CD 

IB10 36,05 ± 1,36   e F  S662 64,38 ± 1,46   d CD 

S579 33,86 ± 2,62   ef F  IB11 59,90 ± 2,70   d D 

IB11 33,72 ± 0,62   ef F  IB18 37,33 ± 1,05   e EF 

IB18 30,19 ± 1,03   f FG  IB17 26,43 ± 1,75   f GH 

IB12 28,76 ± 1,92   f G  S579 22,57 ± 1,08   f H 

2362 65,09 ± 1,46   ab CD  2362 63,66 ± 0,93   d CD   

Controle 1,26 ± 0,58   g I  Controle  1,75 ± 0,58   g I 
Letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Teste Tukey) (P>0,05). Letras maiúsculas, comparações entre as 

médias nas colunas. Letras minúsculas, comparações entre médias nas linhas.  
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I.4.3 CONCENTRAÇÃO LETAL MEDIANA  

Os resultados nos bioensaios com A. darlingi (Tabela 6) e com C. quinquefasciatus 

(Tabela 7) adequaram-se à análise de regressão linear e ao modelo Probit, pois atenderam 

aos requisitos que exigem valor do teste t para o coeficiente angular superior, em módulo, a 

1,96 (significativo a 5% de probabilidade) e χ2 calculado menor que χ2 Tabelado (11,071 – 

0,05 e 5 graus de liberdade) (HADDAD 1998). 

Quanto à concentração letal mediana para controle de A. darlingi (Tabela 6), maior 

efetividade foi observada com B. sphaericus IB15 (0,040ppm), S1116 e IB19 (0,048ppm), 

IB16 (0,052ppm) e S265 (0,057ppm), porém sem diferença estatisticamente significativa a 

0,05 com o resultado da estirpe 2362 (0,057ppm). Menor efeito foi verificado com IB18 

(0,864ppm), IB12 (0,617ppm) e S579 (0,524ppm).  

Na Tabela 7 constam os resultados da CL50 nos bioensaios com C. 

quinquefasciatus. Os isolados IB16 (0,014ppm), S1116 (0,016ppm), S265, (0,017ppm) 

IB10 (0,018ppm), IB19 (0,018ppm), IB12 (0,024ppm) e IB15 (0,025ppm) foram os mais 

efetivos contra essa espécie de mosquito. Obteve-se CL50 de 0,065ppm com a estirpe 

padrão 2362. Os isolados S579 (1,89ppm), IB17 (0,96ppm) e IB18 (0,95ppm) mostraram 

menor toxicidade. 
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Tabela 6. Concentração letal mediana (CL50) de Bacillus sphaericus em larvas de Anopheles 
darlingi.  

 
ESTIRPE 

 
CL50 ppm 

 
INTERVALO DE 

CONFIANÇA (0,05) 

 
HOMOLOGIA

 
COEFICIENTE 

ANGULAR 

 
χ2+ 

IB15 0,040   0,034 – 0,047 A 1,771  ±  0,07 6,487 

IB19 0,048  0,039 – 0,057 AB 1,637  ±  0,06 8,535 

S1116 0,048  0,040 – 0,069 AB 1,627  ±  0,06 6,642 

IB16 0,052  0,045 – 0,060 AB 1,695  ±  0,07 5,413 

S265 0,057  0,051 – 0,064 B 1,404  ±  0,06 2,574 

S594 0,079  0,071 – 0,087 C 1,536  ±  0,06 1,325 

S841 0,082 0,074 – 0,089 C 1,984  ±  0,08 1,995 

S323 0,094  0,079 – 0,109 CD 2,410  ±  0,13 7,516 

S662 0,101  0,085 – 0,116 CD 2,033  ±  0,10 5,991 

S589 0,118  0,106 – 0,130 D 1,948  ±  0,09 4,048 

IB08 0,120  0,096 – 0,147 D 1,454  ±  0,07 8,470 

IB09 0,149  0,135 – 0,164 DE 1,625  ±  0,06 3,493 

IB07 0,197  0,179 – 0,218 E 1,704  ±  0,08 1,554 

IB17 0,320  0,282 – 0,365 F 1,278  ±  0,06 1,450 

IB05 0,354  0,311 – 0,405  FG 1,360  ±  0,08 1,439 

IB10 0,401  0,342 – 0,478 FG 1,000  ±  0,05 4,384 

IB11 0,463  0,393 – 0,556 G 1,031  ±  0,06 4,512 

S579 0,524  0,453 – 0,616 GH 1,223  ±  0,07 3,222 

IB12 0,617  0,527 – 0,737 GH 1,208  ±  0,08 2,139 

IB18 0,864  0,625 – 1,312 H 0,858  ±  0,06 5,712 

2362 0,057 0,047 – 0,069 AB 1,480  ±  0,06 8,084 
Letras iguais não diferem estatisticamente entre si.   

+ Valor de χ2  não significativo (P> 0,05) (χ2 calculado < χ2  Tabelado). 
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Tabela 7. Concentração letal mediana (CL50) de Bacillus sphaericus em larvas de Culex 

quinquefasciatus.  
 

 
ESTIRPE 

 
CL50 ppm 

 
INTERVALO DE 

CONFIANÇA (0,05) 

 
HOMOLOGIA

 
COEFICIENTE 

ANGULAR 

 
χ2+ 

IB16 0,014 0,012 – 0,016 A 1,588  ±  0,08 3,023 

S1116 0,016 0,014 – 0,018 A 1,680  ±  0,08 2,548 

S265 0,017 0,014 – 0,019 A 1,576  ±  0,08 1,851 

IB10 0,018 0,014 – 0,021 AB 1,117  ±  0,06 1,887 

IB19 0,018 0,014 – 0,022 AB 1,441  ±  0,07 6,297 

IB12 0,024 0,021 – 0,028 B 1,360  ±  0,06 2,332 

IB15 0,025 0,020 – 0,030 B 1,616  ±  0,07 7,945 

S323 0,030 0,026 – 0,033 B 1,561  ±  0,07 3,470 

S662 0,028 0,025 – 0,031 B 1,583  ±  0,06 2,026 

S589 0,032 0,027 – 0,036 B 1,309  ±  0,06 3,348 

IB08 0,038 0,034 – 0,042 B 1,559  ±  0,06 1,992 

S594 0,049 0,044 – 0,053 C 2,060  ±  0,08 2,552 

IB07 0,052 0,044 – 0,059 C 1,130  ±  0,05 1,527 

IB09 0,052 0,046 – 0,059 C 1,835  ±  0,07 5,681 

IB05 0,053 0,046 – 0,060 C 1,114  ±  0,05 4,022 

S841 0,059 0,053 – 0,066 C 1,557  ±  0,06 1,984 

IB11 0,084 0,073 – 0,097 D 1,012  ±  0,05 1,141 

IB18 0,952 0,584 – 1,930 E 0,568  ±  0,05 6,209 

IB17 0,960 0,670 – 1,605 E 1,046  ±  0,08 9,570 

S579 1,899 1,387 – 2,850 E 0,895  ±  0,07 4,926 

2362 0,065 0,059 – 0,072 C 1,564  ±  0,07 2,984 
Letras iguais não diferem estatisticamente entre si.   

+ Valor de χ2  não significativo (P> 0,05) (χ2 calculado < χ2  Tabelado). 
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I.4.4 POTÊNCIA RELATIVA 

A potência dos isolados de B. sphaericus estimada em relação à estirpe 2362 está 

representada na Tabela 8. Com A. darlingi quatro isolados apresentaram atividade superior 

à estirpe padrão: IB15 (1,515) cerca de 50%, S1116 (1,244) e IB19 (1,238) 24% e IB16 

15% (1,156). Nos bioensaios contra C. quinquefasciatus, maior potência em relação a 

padrão foi verificada em 17 isolados, sendo IB16 (4,75), S1116 (4,231), S265 (3,878), 

IB19 (3,435) cerca de três a quatro vezes superiores.  

Os isolados IB15, IB19 e S1116 foram comparados em grau de virulência com a 

estirpe padrão 2362 em testes de igualdade e paralelismo entre as retas de regressão linear 

(Tabela 9). Quanto aos testes de igualdade entre os coeficientes angulares e lineares, os três 

isolados apresentaram diferença estatisticamente significativa em relação a 2362.  

Graficamente, comparações entre os isolados IB15, IB19 e S1116 com a estirpe 

2362 e entre cada uma estão representadas na Figura 7, cujos valores de probit observado e 

esperado constam na Tabela 10. As retas paralelas confirmam a semelhança qualitativa 

entre a dose efetiva das estirpes, porém quantitativamente distintas. Os isolados IB15, IB16 

e S1116 mostraram-se mais eficazes que a estirpe padrão 2362 (Figura 7A,C,E). IB15 foi, 

ainda, mais efetiva que IB19 e S1116 (Figura 7B,F) e, estes dois últimos, apresentaram a 

mesma toxicidade confirmada nas retas coincidentes (Figura 7D).  
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Tabela 8. Potência de isolados de Bacillus sphaericus da Amazônia em relação à estirpe padrão 

2362. 

POTÊNCIA RELATIVA  
ESTIRPE 

A. darlingi ESTIRPE C. quinquefasciatus 
IB15 1,515  (1,207 - 1,906) aC IB16 4,750  (4,081 - 5,553) aA  

S1116 1,244  (1,024 - 1,512) aC S1116 4,231  (3,648 - 4,925) aA 

IB19 1,238  (1,008 - 1,523) aC S265 3,878  (3,339 - 4,519) aA 

IB16 1,156  (0,942 - 1,420) aD IB19 3,435  (2,891 - 4,102) abAB 

S265 0,980  (0,829 - 1,160) abD IB10 2,910  (2,108 - 4,083) abAB 

S841 0,756  (0,570 - 1,000) bD IB15 2,640  (2,289 - 3,052) bB 

S594 0,737  (0,640 - 0,849) bD IB12 2,484  (2,093 - 2,957) bB 

S323 0,690  (0,465 - 1,020) abcCDE S662 2,368  (2,056 - 2,732) bB 

S662 0,620  (0,461 - 0,831) bcDE S323 2,185  (1,895 - 2,524) bcBC 

S589 0,519  (0,395 - 0,679) bcE S589 1,891  (1,538 - 2,333) bcBC 

IB08 0,477  (0,390 - 0,582) bcE IB08 1,711  (1,488 - 1,970) cC 

IB09 0,391  (0,326 - 0,466) cE S594 1,453  (1,143 - 1,849) cC 

IB07 0,296  (0,245 - 0,356) cE IB09 1,303  (1,087 - 1,564) cC 

IB17 0,182  (0,147 - 0,223) dF IB07 1,110  (0,812 - 1,521) cdCD 

IB05 0,164  (0,136 - 0,195) dF S841 1,100  (0,957 - 1,263) dD 

IB10 0,156  (0,099 - 0,233) deF IB05 1,081  (0,767 - 1,526) cdCD 

IB11 0,137  (0,089 - 0,202) deF IB11 0,690  (0,454 - 1,038) dD 

S579 0,116  (0,089 - 0,149) deF IB18 0,130  (0,037 - 0,327) eE 

IB12 0,101  (0,077 - 0,129) eFG IB17 0,088  (0,056 - 0,130) deF 

IB18 0,091  (0,048 - 0,154) deFG S579 0,060  (0,033 - 0,099) eG 
Letras iguais não diferem estatisticamente entre si (P>0,05).  
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Tabela 9. Resultado dos testes de paralelismo e igualdade entre três isolados de B. sphaericus em 

relação à estirpe padrão 2362. 

IGUALDADE  PARALELISMO 
ESTIRPE EQUAÇÃO DE REGRESSÃO  

χ2( gl 2) P  χ2( gl 1) P 
IB15 y = 7,466 + 1,771 * log x 44,99 0,000*   10,26 0,051 

IB19 y = 7,157 + 1,637 * log x 12,06 0,002*  3,14 0,076 

S1116 y = 7,148 + 1,627 * log x 12,02 0,002*  2,77 0,096 
*Estatisticamente significativo (P < 0,01). 
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Tabela 10. Valores de probit esperado e observado obtidos nos bioensaios da atividade de Bacillus sphaericus em Anopheles darlingi.  

IB15   IB19  S1116  2362 DOSE 
(ppm) ESPERADO OBSERVADO   ESPERADO OBSERVADO   ESPERADO OBSERVADO   ESPERADO OBSERVADO 

0,01 4,31 3,96  4,12 4,03  3,89 4,00  3,85 3,96 

0,02 4,67 4,53  4,67 4,44  4,49 4,44  4,34 4,39 

0,06 5,30 5,23  5,16 5,09  5,16 5,13  4,82 5,07 

0,12 5,83 5,91  5,65 5,60  5,65 5,65  5,35 5,32 

0,25 6,38 6,45  6,17 6,11  6,17 6,09  5,82 5,98 

0,50 6,93 6,75  6,66 6,75  6,66 6,64  6,33 6,4 

1,00 7,47 8,72   7,16 8,72  7,15 8,72  6,84 7,12 
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Figura 7. Regressão linear dose-probit da mortalidade das larvas de Anopheles darlingi nos 

bioensaios com Bacillus sphaericus IB15, IB19, S1116 e 2362. (reta: probit calculado, pontos: 

probit observado).  
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I.5 DISCUSSÃO  

 

O uso intensivo de produtos químicos para controle de insetos ao longo dos anos 

evidencia o impacto negativo desse método, principalmente nos sérios danos ao meio 

ambiente e surgimento de resistência em populações de mosquitos (PIMENTAL 1992). 

Em contrapartida, o emprego de bactérias entomopatogênicas vem consolidando-se como 

adjuvante em métodos integrados no controle de vetores (BECKER 1997, HABIB & 

ANDRADE 1986, TADEI & RODRIGUES 1998). 

 

I.5.1 ATIVIDADE LARVICIDA  

Os resultados obtidos nos bioensaios com B. sphaericus da Amazônia apontaram 

maior efeito nas primeiras 24 horas, tanto nas larvas de A. darlingi como em C. 

quinquefasciatus, com registro médio de 90% da mortalidade total.  

Em larvas aquáticas a rápida mortalidade, entre vinte minutos a três horas, nas 

espécies mais susceptíveis ao bacilo deve-se, em grande parte, ao colapso no sistema 

nervoso culminando com paralisia muscular, levando à perda da capacidade de flutuação e 

a asfixia acaba sendo a principal causa de morte, do que propriamente os efeitos da 

sucessiva destruição tecidual (HABIB 1983). 

Durante a realização de bioensaios devem ser adotados critérios rigorosos que 

permitam conclusões confiáveis sobre a toxicidade do isolado. HABIB & ANDRADE 

(1998) salientam a sensibilidade natural entre os estádios larvais como um dos fatores de 

grande influência nos resultados.  

A susceptibilidade intra-específica em larvas de mosquito às bactérias 

entomopatogênicas é atribuída a diversos fatores como: tempo do desenvolvimento larval, 

a condição nutricional e a atividade alimentar (LACEY & SINGER 1982, 



 
 46

BHUMIRATANA 1990). De acordo com MULLA (1990), larvas de 2o estádio no gênero 

Anopheles são até cinco vezes mais sensíveis ao bacilo que larvas de 4o estádio. Em 

Anopheles sp. RODRIGUES (1996) verificou menor susceptibilidade em A. nuneztovari, 

seguida por A. darlingi com diferença de até duas vezes para A. braziliensis em testes com 

larvas de terceiro estádio tratadas com 2362. Portanto, larvas entre o 3o e início de 4o 

estádios são consideradas ideais em bioensaios de atividade larvicida, para espécies de 

Anopheles. 

Neste trabalho, verificou-se atividade larvicida em todos os vinte isolados 

testados, porém em níveis diferenciados de toxicidade nas duas espécies-alvo. Nos testes 

com A. darlingi apenas IB15 mostrou alta toxicidade (superior a 70%), doze isolados 

apresentaram média toxicidade (30 e 70%) e sete com baixa toxicidade (inferior a 30%). 

Em C. quinquefasciatus dez isolados apresentaram alta toxicidade, sete com toxicidade 

média e três com baixa toxicidade.  

C. quinquefasciatus foi o mais susceptível atingindo 66,76%, contra 51,46% em 

testes com A. darlingi. Esse resultado está de acordo com estudos anteriores que apontaram 

grande susceptibilidade de Culex sp. ao B. sphaericus (SINGER 1980, YOUSTEN 1984, 

MULLA et al. 1986). O isolado IB16 foi o de maior percentual em C. quinquefasciatus 

(84,67%) e IB15 em A. darlingi (70,13%). Não houve diferença estatisticamente 

significativa nos resultados de B. sphaericus 2362 nas duas espécies-alvo.  

MONNERAT et al. (2004) selecionaram 246 estirpes nas diversas regiões do 

Brasil e nos testes de patogenicidade 87 causaram mortalidade superior a 50% em C. 

quinquefasciatus, sendo 18 com ação também em A. aegypti. 

Segundo DAVIDSON (1989) a ação da toxina em insetos poderia ser explicada 

pela afinidade entre determinadas espécies e as toxinas. Essa suposição foi confirmada por 

NIELSEN-LEROUX & CHARLES (1992) com a descrição de receptores de membrana 
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presentes no epitélio intestinal de C. quinquefasciatus. SILVA-FILHA et al. (1997) 

verificaram ausência desses receptores em A. aegypti. Os receptores de membrana e a 

interação com a toxina contribuem para elucidar o modo de ação do bacilo e os 

mecanismos de resistência em mosquitos. Assim, a ausência de receptor de membrana no 

epitélio intestinal poderá causar menor eficiência das toxinas do bacilo.  

  

I.5.2 CONCENTRAÇÃO LETAL MEDIANA  

Os testes de patogenicidade entre novos isolados são requisitos fundamentais na 

seleção estirpes promissoras para produção de biolarvicidas e estimativa de virulência em 

produtos comerciais. De acordo com BECKER (2003), a eficácia avaliada por bioensaios 

em laboratório permite determinar a dose mínima efetiva do bacilo, um parâmetro para 

posterior uso em campo.   

Nos ensaios realizados com larvas de C. quinquefasciatus onze isolados, com 

CL50 entre 0,014 e 0,038 ppm, foram significantemente mais eficientes em relação aos 

resultados obtidos com 2362 (0,065 ppm). Em bioensaios com A. darlingi apenas o isolado 

IB15 (0,040 ppm) foi mais efetivo que a estirpe padrão 2362 (0,057 ppm). 

Resultados semelhantes foram descritos em LACEY & SINGER (1982) nos 

testes com B. sphaericus 2013-4 e 2013-6. Esses autores obtiveram CL50 igual a 0,0187 e 

0,0168 ppm em larvas de A. albimanus e CL50 igual a 0,0527 e 0,0558 ppm em A. 

quadrimaculatus.  

 

I.5.3 POTÊNCIA RELATIVA  

 Entre as duas espécies-alvo, dezesseis isolados apresentaram potência superior 

em comparação com a estirpe 2362. Nos bioensaios com A. darlingi B. sphaericus IB15 foi 

50% mais efetivo que a padrão, seguido por S1116 e IB19 cerca de 20% superiores. Em 
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larvas de C. quinquefasciatus os isolados IB16, S1116, S265 e IB19 foram de duas a 

quatro vezes mais potentes.  

RODRIGUES et al. (1998) apontaram as estirpes S20, S46, S2 e S4 com potência 

entre quatro e cinco vezes maiores em relação a 2362, em bioensaios com A. nuneztovari e 

A. darlingi. Ainda em A. nuneztovari LITAIFF et al. (2000) obtiveram quatro isolados 

mais potentes que a estirpe padrão, sendo S14 seis vezes mais potente.   

No Brasil, diversos isolados provenientes de todas as regiões do país têm 

mostrado grande potencial para uso em biolarvicidas, porém, devido a diferenças na 

metodologia empregada nos bioensaios, os resultados não podem ser comparados com o 

presente trabalho (SILVA et al. 2002, LITAIFF 2002). 

A partir dos resultados de CL50, o isolado IB15 foi comparado com a estirpe 

2362. Analisando as retas de Probit verificou-se que os isolados formaram retas paralelas 

entre si, indicando que são qualitativamente idênticas, mas quantitativamente diferentes, ou 

seja, é necessária menor dose de IB15 para matar 50% da população-alvo. Portanto, B. 

sphaericus IB15 foi selecionado para ensaios de crescimento microbiano (Capítulo III).  

Os estudos realizados apontam isolados da Amazônia com grande potencial no 

controle de mosquitos vetores de doenças, sendo uma alternativa e/ou ação complementar 

nas estratégias de controle na região. 
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CAPÍTULO II. SEQUENCIAMENTO NUCLEOTÍDICO NA ANÁLISE DA 

TOXICIDADE EM ESTIRPES DE Bacillus sphaericus DA 

AMAZÔNIA 

 

 

II.1 INTRODUÇÃO 

Algumas estirpes do B. sphaericus possuem atividade entomopatogênica e vêm 

sendo empregados no controle de mosquitos vetores de doenças, nos programas de saúde 

pública (BECKER 1997, TADEI et al. 2002).  

A atividade entomopatogênica dessa espécie de bactéria é devida à ação de uma 

toxina binária, composta por duas proteínas homólogas BinA (42kDa) e BinB (51kDa). A 

toxina binária é produzida no início da fase de esporulação e forma um cristal protéico com 

as subunidades de 42 kDa (BinA) e 51 kDa (BinB). Além da toxina binária, algumas 

estirpes produzem toxinas mosquitocidas, também chamadas de MTX. Essas, por sua vez, 

são sintetizadas durante a fase exponencial do crescimento vegetativo (BAUMANN et al. 

1991, CHARLES et al. 1996).  

Há um considerável interesse biotecnológico na prospecção de estirpes tóxicas, 

com vistas à produção de bioinseticidas. Segundo DIAS (1992) e SILVA et al. (2002) as 

estirpes entomopatogênicas oriundas de locais de ocorrência natural dos vetores, poderiam 

ser mais bem adaptadas às condições ambientais onde fossem empregadas, além de 

possibilitar a descoberta de novas toxinas. 

Com o aperfeiçoamento dos métodos moleculares de investigação, tem sido 

possível superar as dificuldades de identificação encontradas nos métodos de análises 

microscópicas tradicionais, bem como aqueles relacionados com a sensibilidade de 

diagnóstico em pequenas quantidades de DNA presente nas amostras. Com o surgimento 

da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase - PCR (SAIKI et al. 1988) passou a ser 

possível amplificar milhares de vezes uma molécula-alvo de DNA, em uma reação 



 
 50

enzimática através de sucessivos ciclos.   

Os genes Bin que codificam as toxinas binárias são altamente conservados entre 

estirpes nos diferentes sorotipos e grupos fagos (HUMPHREY & BERRY 1998). Segundo 

PRIEST et al. (1997), portanto, a análise de seqüências de nucleotídeos das toxinas 

inseticidas é importante para entender a importância da relação estrutura-função nas 

toxinas de B. sphaericus.    
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II.2 OBJETIVOS 

 

II.2.1 Desenhar oligonucleotídeos específicos para amplificação conjunta dos 

genes da toxina binária em B. sphaericus; 

 

II.2.2 Diagnosticar, por técnica molecular de PCR, genes da toxina binária e 

MTX1 em estirpes de B. sphaericus da Amazônia; 

 

II.2.3 Analisar variações nas sequências do gene da toxina binária e a correlação 

com a toxicidade em estirpes de B. sphaericus da Amazônia em larvas de 

A. darlingi. 
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II.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

As atividades de caracterização molecular foram realizadas no Laboratório de 

Vetores de Malária e Dengue e o sequenciamento do DNA no Laboratório Temático de 

Biologia Molecular – INPA.   

 

II.3.1 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

Foram utilizadas vinte estirpes de B. sphaericus obtidas de amostras de solos de 

localidades da Amazônia listadas na Tabela 1. As estirpes foram mantidas em meio 

NYSM, cuja composição está detalhada no Capítulo III (3.2.1).  

Inicialmente, uma alíquota de 50μL da suspensão bacteriana de 108cel.mL-1 foi 

transferida para frascos Erlemeyer contendo 20mL de caldo NYSM, mantidos por 12 horas 

a 30ºC e agitação constante de 200rpm em incubador rotativo.  

O DNA foi extraído conforme OTSUKI et al. (1997), com modificações na qual 

20mL do caldo de cultura foi centrifugado a 6.000rpm por dois minutos e o precipitado foi 

utilizado para a extração do DNA.  

 

II.3.2 QUANTIFICAÇÃO DE DNA 

Ao final da extração, a integridade e concentração de DNA foi estimada por meio 

de eletroforese em gel de agarose 0,8%, conduzida em tampão TBE 0,5X a 100V durante 

60 minutos. O gel de agarose foi corado em brometo de etídio (0,5μg.mL-1), e analisado em 

transiluminador sob luz UV, e fotodocumentados em TLC Documentation (VILBER 

LOURMAT) e as imagens geradas com auxílio do programa PhotoCapt MW 11.01. 

Após a quantificação do DNA, as amostras foram padronizadas para uma 

concentração final de 50ng. Por fim, o material foi estocado a -20oC.  
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II.3.3 DESENHO E ESCOLHA DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS 

INICIADORES 

A partir do alinhamento de quatro seqüências de B. sphaericus disponíveis no 

GenBank foi desenhado um par de oligonucleotídeos iniciadores para amplificar a toxina 

binária. As sequências utilizadas foram: BinB: estirpe 2297 (números de acesso AJ224477 

e AJ224478), BinA: estirpe LP1-G (número de acesso Y13320) e estirpe 9002 (número de 

acesso Y13319). Com auxílio do programa BIOEDIT V. 7.0 (HALL 1999) as sequências 

foram alinhadas e foi obtida uma única sequência consenso. Posteriormente, com auxílio 

do programa Primer 3 (ROZEN & SKALETSKY 2000) foi realizada uma busca online 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) pelo melhor conjunto de 

iniciadores. 

A ilustração gráfica do posicionamento dos oligonucleotídeos e as sequências 

utilizadas estão descritas na Figura 8 para o gene da toxina binária, com tamanho estimado 

da região amplificada de 1082pb correspondente às regiões codificadoras dos genes BinB e 

BinA, bem como uma região intergênica, com tamanho de 173pb.  

 

 

 

 

 

   BinB-F   5’ AGACGATTTTGGCATGCTTT 3’. 

   BinA-R    5’ TCTGGAAGTGAAGGCAAGGT 3’ 

                         

Figura 8. Esquema representativo do posicionamento dos oligonucleotídeos 

iniciadores para amplificação da toxina binária (BinA, BinB).  
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Os oligonucleotídeos do gene da toxina MTX1 utilizados foram descritos por 

OTSUKI et al. (1997), cuja posição está esquematizada na Figura 9 que corresponde ao 

fragmento do gene da toxina mosquitocida MTX1 com tamanho de 691pb. 

 

 

 

 

              MTX1 100.1 5’ CCAGGGGGAATTCGTC 3’ 

              MTX1 100.2  5’ GAGCTACTGTTCTCAC 3’ 

 

Figura 9. Esquema representativo do posicionamento dos 

oligonucleotídeos iniciadores para amplificação do gene da toxina 

MTX1. 

 

 

II.3.4 CONDIÇÕES DA PCR 

As amostras foram preparadas para um volume de reação final de 25µL 

constituído por tampão de enzima (Invitrogen) 10X (50mM KCl, 10mM Tris-HCl pH 8,3, 

0,1% Triton X100), 2,5mM de MgCl2, 1mM de dNTP, 10pmol de cada iniciador,  1U de 

Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 20ng do DNA de cada amostra. Em todos os lotes de 

amplificação foi utilizado um controle negativo, no qual foi adicionada água Milli-Q 

autoclavada em substituição ao DNA e como controle positivo, o DNA de B. sphaericus 

estirpe padrão 2362. 

As amplificações foram conduzidas no termociclador Mastercycler Gradiente 

(Eppendorf), programado com o seguinte perfil de temperatura: uma etapa inicial de 92oC 

por 1 minuto; 40 ciclos constituídos por uma fase de desnaturação a 94ºC por 2 minutos, 

anelamento a 74ºC por 40 segundos e de extensão a 58ºC por 1 minuto; uma etapa final de 

72ºC por 2 minutos.   
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Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

0,8%, utilizando tampão TBE 0,5X. A corrente elétrica aplicada foi de 100 V por 1 hora. O 

gel de agarose foi corado em brometo de etídio (0,5 μg.mL-1). Os fragmentos amplificados 

foram visualizados em transiluminador por incidência de luz UV, e fotodocumentadas em 

aparelho TLC Documentation (VILBER LOURMAT). 

Como referência para o cálculo do tamanho dos fragmentos, utilizou-se o 

marcador de 1Kb Ladder (GIBCO/BRL). Após padronização, foram realizadas três 

amplificações para cada par de oligonucleotídeo com o intuito gerar volume suficiente para 

proceder à reação de sequenciamento.  

 

II.3.5 REAÇÕES DE PURIFICAÇÃO DO PRODUTO DA PCR  

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o kit GFX PCR DNA 

(Amersham Biosciences), antes de serem submetidos ao sequenciamento, seguindo-se as 

especificações do fabricante.  

Uma alíquota de tampão TE foi incubada à temperatura de 70oC. Adicionou-se 

28mL de etanol em 11mL do tampão de lavagem (H2). Em seguida, acrescentou-se 400μL 

da solução ligante (H1) ao PCR de cada amostra, homogeneizando-se completamente. 

Colocou-se o cartucho com membrana dentro de um microtubo de 2mL, pôs-se o PCR 

neste cartucho e centrifugou-se por 1 minuto a 12.000g, descartando a solução do 

microtubo. O cartucho foi recolocado com a membrana no microtubo de 2mL. A seguir foi 

adicionado 700μL de tampão da solução H2 no cartucho com a membrana. Centrifugou-se 

por 1 minuto a 12.000g, descartando a solução do microtubo, repetindo-se esse 

procedimento. O cartucho contendo a membrana foi colocado em um outro microtubo de 

1,5mL acrescentando-se 50μL de tampão TE a 70oC, diretamente no centro do cartucho 

com a membrana. Deixou-se à temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugou-se a 
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12.000g por 2 minutos. O produto da PCR purificado DNA foi estocado a -20°C. 

 

II.3.6 REAÇÕES DE SEQUENCIAMENTO  

Após a purificação, procedeu-se ao sequenciamento do DNA utilizando-se o kit 

DYEnamicTM ET Terminator (Amersham Biosciences), com os mesmos oligonucleotídeos 

utilizados nas reações de amplificação. Cada reação de sequenciamento foi realizada em 

um volume total de 10μL, correspondente a 4μL do produto de PCR purificado, 2μL da 

mistura de reagentes do kit DYEnamicTM ET Terminator, 1μL do oligonucleotídeo e 3μL 

de água Milli-Q autoclavada. A reação foi conduzida no termociclador Mastercycler 

Graddient (Eppendorf), programado para um perfil de amplificação de 30 ciclos de 20 

segundos a 95ºC, 15 segundos a 50ºC e 80 segundos a 60ºC e um ciclo final de cinco 

minutos a 4ºC.  

Após a reação, o DNA foi precipitado em tampão de acetato de sódio/EDTA 

(Acetato de sódio 1,5M pH>8,0 e 250mM EDTA) e etanol 95% conforme recomendações 

do fabricante e ressuspenso em tampão de formamida. Em seguida, as amostras foram 

submetidas à eletroforese por capilaridade em um seqüenciador automático 

MEGABACE/1000 – DNA Analysis System DNA com o perfil de injeção de amostras de 

2Kv por 60 segundos e eletroforese de 6Kv por 230 minutos.  

 

II.3.7 ANÁLISES 

As seqüências obtidas foram alinhadas com auxílio do programas Sequence 

Analyser (Amersham Biosciences). O cromatograma obtido foi exportado para o programa 

BioEdit. A homologia das sequências (5´ e 3´) da toxina binária foi averiguada com auxílio 

da sub-rotina BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) implementada no programa 

BioEdit. Uma vez checada a homologia das sequências, cada cromatograma foi editado e o 
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produto final foi salvo no formato FASTA para posterior alinhamento. O Alinhamento 

final das sequências foi obtido com auxílio da sub-rotina Clustal X (THOMPSON et al. 

1998) também disponível no programa BioEdit. O Imput file foi transferido para o 

programa MEGA v 3.1 (KUMAR et al. 2004), onde foram obtidos o número de sítios 

conservados e variáveis, as distâncias genéticas e as relações evolutivas entre as estirpes, 

estimadas através do método de agrupamentos vizinhos (Neighbour-Joining) (SAITOU & 

NEI 1987), com o emprego do modelo evolutivo Kimura-2-Parâmetros.  

Na análise de agrupamentos vizinhos foram incluídas as seqüências do gene da 

toxina binária das estirpes de B. sphaericus 2297, LP1-G e 9002.   
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II.4 RESULTADOS 

 

II.4.1 TOXICIDADE E AMPLIFICAÇÃO GÊNICA 

O novo par de oligonucleotídeos descrito neste trabalho mostrou-se bastante 

eficiente (100%) para promover a amplificação conjunta dos genes BinA e BinB. Em todos 

os isolados amplificados foram obtidos produtos de aproximadamente 1000pb, não tendo 

sido observado polimorfismos quanto ao tamanho dos fragmentos (Figura 10). 

Por outro lado, em relação à toxina MTX1, nem todos os isolados proporcionaram 

amplificações de DNA. Mais de 70% das estirpes amplificaram com sucesso fragmentos de 

700pb (IB07, IB09, IB10, IB11, IB15, IB16, IB18, S265, S323, S579, S594, S662, S841, 

S1116 e 2362), enquanto que o restante (IB05, IB08, IB12, IB17, IB19 e S589) não o foi, 

conforme ilustrado na Figura 11.  

Analisando-se a toxicidade com a amplificação ou não dos produtos gênicos da 

toxina binária e mosquitocida MTX1 (Tabela 11), pôde–se observar que não houve 

nenhuma correlação direta, conforme os dados apresentados.  

 

II.4.2 COMPOSIÇÃO NUCLEOTÍDICA 

A composição média dos nucleotídeos obtida no sequenciamento da toxina binária 

de B. sphaericus da Amazônia está listada na Tabela 12. Obteve-se uma proporção média 

de: 31,4% de timina (T), 31,2% de adenina (A), 18,2% de citosina (c) e 19,2% de guanina 

(G), sendo verificado uma tendência para A-T a C-G.  
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Figura 10. Produto da amplificação do DNA dos genes da toxina binária (BinA e BinB) em 

estirpes de B. sphaericus. 1. Marcador DNA 1kb Ladder, 2. controle negativo, 3. controle 

positivo 2362, 4. IB15, 5. IB16, 6. IB19, 7. S265, 8. S1116, 9. IB07, 10. IB08, 11. IB09, 12. 

S323, 13. S662, 14. S841, 15. IB10, 16. S589, 17. IB05, 18. IB11, 19. IB18, 20. IB12, 21. 

IB17, 22. S579. 23. S594. 24. Marcador DNA 1kb Ladder. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Produto da amplificação do DNA dos genes da toxina mosquitocida MTX1 em 

estirpes de B. sphaericus. 1. Marcador DNA 1kb Ladder, 2. controle negativo, 3. controle 

positivo 2362, 4. IB15, 5. IB16, 6. IB19, 7. S265, 8. S1116, 9. IB07, 10. IB08, 11. IB09, 12. 

S323, 13. S662, 14. S841, 15. IB10, 16. S589, 17. IB05, 18. IB11, 19. IB18, 20. IB12, 21. 

IB17, 22. S579. 23. 2362. 24. Marcador DNA 1kb Ladder. 
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Tabela 11. Amplificações obtidas dos genes das toxinas binária (BinA e BinB) e mosquitocida 

(MTX1) em estirpes de B. sphaericus procedentes de diversas localidades da Amazônia por meio 

da técnica de PCR.  

TOXINA 
ESTIRPE PROCEDÊNCIA 

Bin A Bin B MTX1 
TOXICIDADE* 

IB15 Janauarilândia – AM + + + 1 

IB16 Manaus – AM + + + 1 

IB19 Tarumãzinho – AM + + - 1 

S265 Belém – PA + + + 1 

S1116 Itaubal – AP + + + 1 

IB07 Janauarilândia – AM + + + 2 

IB08 Coari – AM + + - 2 

IB09 Coari – AM + + + 2 

S323 Boa Vista – RR + + + 2 

S589 Boa Vista – RR + + - 2 

S662 Lagoa Cacoal Grande – PA + + + 2 

S841 Belém – PA + + + 2 

S594 Boa Vista – RR + + + 2 

IB05 Tarumãzinho – AM + + - 3 

IB10 Tupé – AM  + + + 3 

IB11 Presidente Figueiredo – AM + + + 3 

IB12 Manaus – AM + + - 3 

IB17 Manaus – AM + + - 3 

IB18 Presidente Figueiredo – AM + + + 3 

S579 Boa Vista – RR + + + 3 

2362 Nigéria (padrão) + + + 1 
* Conforme resultados obtidos nos bioensaios com larvas de A. darlingi, após 24h da aplicação do bacilo. 
1 – Toxicidade alta, 2 – Toxicidade média e 3 – toxicidade baixa.   
+ = Produto de PCR amplificado; - = ausência de amplificação.  
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Tabela 12. Composição média de nucleotídeos de um fragmento de 173pb da toxina BinA em 

diversas estirpes de B. sphaericus. (A = adenina, T = timina, C = citosina, G = guanina).  

ESTIRPE T% C% A% G% 

IB05 31,5 18,2 31,2 19,2 

IB07 31,3 17,9 31,3 19,5 

IB08 31,7 17,9 31,2 19,2 

IB09 31,3 19,4 30,1 19,1 

IB10 31,6 18,1 31,3 19,1 

IB11 31,6 18,1 31,3 19,1 

IB12 29,1 19,9 29,6 21,4 

IB15 31,8 18,1 31,0 19,1 

IB16 31,4 18,0 31,4 19,1 

IB17 31,7 18,2 31,2 18,9 

IB18 31,8 18,1 31,0 19,1 

IB19 31,5 18,7 30,7 19,1 

S1116 31,6 18,1 31,3 19,1 

S265 28,5 19,8 30,9 20,8 

S323 30,3 19,1 31,4 19,1 

S579 31,0 18,1 31,6 19,3 

S589 31,6 18,1 31,1 19,1 

S662 31,6 18,1 31,3 19,1 

S841 31,6 18,1 31,3 19,1 

2362 (padrão) 31,6 18,1 31,3 19,1 

2297 (BSP224477)* 31,6 18,1 31,3 19,1 

2297 (BSP224478)* 32,3 17,6 31,6 18,6 

LP1-G (BSY13320)* 31,8 17,8 31,6 18,8 

9002 (BSY13319) * 31,6 17,8 31,6 19,1 

MÉDIA 31,4 18,2 31,2 19,2 
* Sequências obtidas no GenBank 
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II.4.3 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DA TOXINA BINÁRIA DE B. 

sphaericus DA AMAZÔNIA 

O sequenciamento molecular foi realizado apenas para as regiões da toxina 

binária. Contudo, devido ao produto sequenciado não ter sido de igual qualidade em todas 

as estirpes, foi analisada apenas parte da região do gene BinA, o que correspondeu a 393 

nucleotídeos (Figura 12) ou 131 aminoácidos com 16 sítios polimórficos (Figura 13).  

Após o alinhamento das sequências foram observados 23 sítios variáveis nas 

sequências de nucleotídeos, dos quais apenas quatro foram informativos para análise de 

parcimônia (nt28, nt332, nt333 e nt356).  

Dez haplótipos foram observados, dos quais o haplótipo 1 foi o mais comum 

agrupando as estirpes 2362, IB08, IB10, IB11, S1116, S323, S589, S662, S841 e IB17. O 

haplótipo 2 agregando IB15 e IB18. As demais estirpes apresentaram-se como sequências 

únicas, sendo o haplótipo 3 representado por IB07, haplótipo 4 por IB05, haplótipo 5 por 

IB16, haplótipo 6 por S579, haplótipo 7 por IB09, haplótipo 8 por IB12, haplótipo 9 por 

S265 e haplótipo 10 por IB19 (Figura 12). Observando que nos haplótipos 7, 8, 9 e 10, as 

variações iniciais encontradas podem ser artefatos da técnica devido à qualidade do 

sequenciamento. Porém, optou-se por incluí-los na análise devido à toxicidade diferenciada 

observada nas estirpes (ver Capítulo I).   

Os nucleotídeos e aminoácidos variantes nas estirpes de B. sphaericus da 

Amazônia foram comparados com sequências de quatro estirpes Tipo depositadas no 

Genbank (IAB59 – Tipo 1, 2362 – Tipo 2, 2297 – Tipo 3 e LP1-G – Tipo 4) (Tabela 13). 

As estirpes agrupadas no haplótipo 1 apresentaram similaridade de 100% com a sequência 

Tipo 2 (2362). As demais estirpes mostraram-se como nove Tipos distintos entre si e com 

os Tipos 1, 3 ou 4.  

Os 16 sítios polimórficos observados nas sequências de aminoácidos resultaram 
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em 19 aminoácidos variantes, distintos aos descritos nas estirpes Tipo 1, 2, 3 e 4. As 

estirpes IB09 (Tipo 9 – Phe aa54, Pro aa68, His aa111, Thr aa116 e Gly aa119) e IB12 

(Tipo 10 – Arg aa68, Ile aa69, Tyr aa72, Asn aa117 e Gly aa119) foram as mais variáveis 

com cinco aminoácidos variantes cada, seguida da IB16 (Tipo 7) com quatro aminoácidos 

variantes, Leu aa10, Val aa14, Tyr aa22 e Lys aa110. 

A distância genética média foi de 1,2% considerando-se todas as estirpes (Figura 

14). Porém ao serem retiradas da análise as estirpes IB09, IB12, IB19, S265 e S323, as 

quais possuíam sequências menores devido à qualidade do produto sequenciado, este valor 

caiu pela metade. 

A maior distância genética observada entre as estirpes 2297 (BSP224478) e IB12 

(7,1%) pode ser o reflexo da qualidade do sequenciamento, conforme podem ser 

visualizados no cladograma de agrupamentos de vizinhos (Neighbor-Joining), utilizando a 

matriz de distâncias genéticas segundo o modelo Kimura-2-parâmetros (Figura 15). As 

sequências não foram efetivas para estabelecer a relação entre distância genética e 

toxicidade ou mesmo entre distância genética e local de origem das estirpes. 
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                              10         20         30         40         50         60         70         80         90        100 

2297_BSP224477*  ATGAGAAATT TGGATTTTAT TGATTCTTTT ATACCCACAG AAGGAAAGTA CATTCGCGTT ATGGATTTTT ATAATAGCGA GTATCCTTTC TGTATACATG 
2297_BSP224478*  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
LP1G_BSY13320*   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
9002_BSY13319*   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
2362             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB08             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..?....... .......... .......... 
IB10             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB11             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S1116            .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S323             ---------- ---------- -------... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S589             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S662             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S841             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB17             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB15             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB18             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB07             .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB05             .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... ..T....... .......... .......... .......... 
IB16             .......... .......... .........A .......... T.....-... .......... ...T...... .......... .......... .......... 
S579             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........A .......... ......G... .......... 
IB12             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
S265             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
IB19             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
IB09             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.... .......... .......... .......... .......... 
                            
                        110        120        130        140        150        160        170        180        190        200 
2297_BSP224477*  CACCCTCAGC CCCTAATGGG GATATCATGA CAGAAATCTG TAGCAGAGAA AATAATCAAT ATTTTATTTT TTTTCCTACT GATGATGGTC GAGTAATTAT 
2297_BSP224478*  .......... .......... .....T.... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... 
LP1G_BSY13320*   .......... .......... .....T.... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... 
9002_BSY13319*   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
2362             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB08             .......... ..?....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB10             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB11             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S1116            .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S323             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S589             .......... .......... .......... ....?..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S662             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S841             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB17             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... 
IB15             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB18             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB07             .......... .?........ .......... .......... .......... ...?...... .......... .......... .......... .......... 
IB05             .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...?...... .......... .......... .......... 
IB16             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........? ?......... .......... .......... 
S579             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB12             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.... 
S265             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.T.. .......... 
IB19             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --........ ......A... .......... .......... .......... 
IB09             .......... .......... .......... ....?..... .......... ...?...... T......... .......... .......... ..........  
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                            210        220        230        240        250        260        270        280        290        300 
2297_BSP224477*  TGCAAATAGG CATAATGGGT CCGTTTTTAC CGGAGAAGCC ACAAGTGTAG TATCAGATAT CTATACTGGT AGCCCATTAC AGTTTTTTAG AGAGGTCAAA 
2297_BSP224478*  .......... .......... .......... .........T .......... .......... .......... .......... .......... ....T..... 
LP1G_BSY13320*   .......... .......... .......... .........T .......... .......... .......... .......C.. .......... .......... 
9002_BSY13319*   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
2362             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB08             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB10             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB11             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S1116            .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S323             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S589             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S662             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S841             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB17             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB15             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB18             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB07             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......?.. .......... .......... 
IB05             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB16             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S579             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB12             .AG..T.... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S265             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB19             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB09             .C........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
              
                        310        320        330        340        350        360        370        380        390 393 
2297_BSP224477*  AGAACTATGG CAACTTATTA TTTAGCGATA CAAAATCCTG AATCCGCAAC AGATGTGAGA GCTCTAGAAC CGCATTCCCA TGAGCTGCCA TCT 
2297_BSP224478*  .........T .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..A....... .......... ... 
LP1G_BSY13320*   .........T .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..A....... .......... ... 
9002_BSY13319*   .......... A......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
2362             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB08             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB10             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB11             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
S1116            .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
S323             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
S589             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
S662             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
S841             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB17             .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB15             .......... .......... .......... .T........ .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB18             .......... .......... .......... .T........ .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB07             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB05             .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB16             .......... .......... ........A. .......... .......... .......... .......... .........? .......?.. ... 
S579             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB12             .......... .......... .......... ..T....... .......G.A C....G.... .......?.. .......... .......... ... 
S265             .......... .......... .......... ..T....... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB19             .......... .......... .......... ..T....... .......... .......... .......... .......... .......... ... 
IB09             .......... .......... .......... ..C....... ....AA.T.. .....G.... .......... .......... .......... ... 
Figura 12. Alinhamento das sequências de nucleotídeos do gene BinA de diferentes estirpes de B. sphaericus. ? (nucleotídeo não 
determinado), *obtidas no GenBank. 
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                             10         20         30         40         50         60         70        80          90        100 

2297_BSP224477*  MRNLDFIDSF IPTEGKYIRV MDFYNSEYPF CIHAPSAPNG DIMTEICSRE NNQYFIFFPT DDGRVIIANR HNGSVFTGEA TSVVSDIYTG SPLQFFREVK 
2297_BSP224478*  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........F. 
LP1G_BSY13320*   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..S....... 
9002_BSY13319*   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
2362             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB08             .......... .......... ....?..... .......?.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB10             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB11             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S1116            .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S323             ---------. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S589             .......... .......... .......... .......... ....?..... .......... .......... .......... .......... .......... 
S662             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
S841             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB17             .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-....... .......... .......... .......... 
IB15             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
IB18             .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..?....... 
IB07             .........V .......... .......... .......?.. .......... .?........ .......... .......... .......... .......... 
IB05             .........V .......... I......... .......... .......... ....?..... .......... .......... .......... .......... 
IB16             .........L ...V.-.... .Y........ .......... .......... ......?... .......... .......... .......... .......... 
S579             .......... .......... ...N...... .......... .......... .......... .......... .Y........ .......... .......... 
IB12             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.RI. .......... .......... .......... 
S265             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --V....... .......... .......... .......... 
IB19             ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -....N.... .......... .......... .......... .......... 
IB09             ---------- ---------. .......... .......... ....?..... .?.F...... .......P.. .......... .......... .......... 
 
                        110        120         131 
2297_BSP224477   RTMATYYLAI QNPESATDVR ALEPHSHELPS 
2297_BSP224478   ...S...... .......... ....N...... 
LP1G_BSY13320    ...S...... .......... ....N...... 
9002_BSY13319    ...E...... .......... ........... 
2362             .......... .......... ........... 
IB08             .......... .......... ........... 
IB10             .......... .......... ........... 
IB11             .......... .......... ........... 
S1116            .......... .......... ........... 
S323             .......... .......... ........... 
S589             .......... .......... ........... 
S662             .......... .......... ........... 
S841             .......... .......... ........... 
IB17             .......... .-........ ........... 
IB15             .......... L......... ........... 
IB18             .......... L......... ........... 
IB07             .......... .......... ........... 
IB05             .......... .-........ ........... 
IB16             .........K .......... ......?..?. 
S579             .......... .......... ........... 
IB12             .......... H.....N.G. ..?........ 
S265             .......... H......... ........... 
IB19             .......... H......... ........... 
IB09             .......... H....T..G. ........... 
Figura 13. Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína BinA de B. sphaericus da Amazônia.  *Sequências obtidas no GenBank.  
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Tabela 13. Comparação entre sequências da toxina BinA de espécies Tipo de Bacillus sphaericus. 

POSIÇÃO NUCLEOTÍDEOS E AMINOÁCIDOS 
IAB59* 2362* 2297* LP1-G* IB05 IB07  IB16 S589 IB09 IB12 IB19 S265 IB15 
TIPO 1 TIPO 2  TIPO 3 TIPO 4 TIPO 5 TIPO 6 TIPO 7 TIPO 8 TIPO 9 TIPO 10 TIPO 11 TIPO 12 TIPO 13 NUCLEOTÍDEO AMINOÁCIDO 

  **                     *** 

2042 10 T Phe T Phe T Phe T Phe G Val G Val T Leu T Phe - - - - T  Phe 
2044 10 T Phe T Phe T Phe T Phe  T Val  T Val   A Leu T Phe - - - - T  Phe 
2055 14 A Glu A Glu A Glu A Glu A Glu A Glu T Val A Glu - - - - A  Glu 
2077 21 G Met G Met G Met G Met T Ile G Met G Met G Met G Met - - - G  Met 
2078 22 G Asp G Asp G Asp G Asp G Asp G Asp T Tyr G Asp G Asp - - - G  Asp 
2084 24 T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr T Tyr A Asn T Tyr - - - T  Tyr 
2101 29 T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile G Ile T Ile - -  T  Ile 
2139 42 C Ile C Ile T Ile T Ile C Ile C Ile C Ile C Ile C Ile - -  C Ile 
2169 52 T Asn T Asn C Asn C Asn C Asn C Asn C Asn C Asn C Asn - - - C Asn 
2175 54 A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr A Tyr T Phe - A Tyr - A Tyr 
2181 56 T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile - A Asn - T Ile 
2202 63 G Gly  G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly G Gly - G Gly T Val G Gly 
2216 68 G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala C Pro A Arg G Ala G Ala G Ala 
2217 68 C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Pro G Arg C Ala C Ala C Ala 
2220 69 A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn T Ile A Asn A Asn A Asn 
2228 72 A Asn   A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn A Asn T Tyr A Asn A Asn A Asn 
2253 80 C Ala C Ala T Ala T Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala C Ala 

2291 93 T Leu T Leu T Leu C Ser T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu T Leu 
2308 99 G Val G Val T Phe G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val G Val 

2323 104 G Glu G Ala T Ser T Ser G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala 
2324 104 A Glu C Ala C Ser C Ser G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala 
2343 110 T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile A Lys T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile T Ile 
2346 111 A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln A His A His A His A His T Leu 
2347 111 A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln A Gln C His T His T His T His A Leu 
2359 115 C Ser C Ser C Ser  C Ser  C Ser  C Ser C Ser C Ser A Ser  C Ser C Ser C Ser C Ser 

2360 116 G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala G Ala A Thr G Ala G Ala G Ala G Ala 

2362 116 A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala A Ala T Thr G Ala A Ala A Ala A Ala 

2364 117 C Thr  C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr C Thr A Asn C Thr C Thr C Thr 

2365 117 A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr A Thr C Asn A Thr A Thr A Thr 

2370 119 T Val T Val T Val T Val T Val T Val T Val T Val G Gly G Gly T Val T Val T Val 
*Sequências disponíveis no GenBank.  **Incluindo as estirpes: IB08, IB10, IB11, S1116, S323, S589, S662, S841 e IB17. ***Incluindo a estirpe IB18.    – Não determinado. 

Letras em negrito: variações nas sequências de nucleotídeos e aminoácidos. Letras sublinhadas: variantes descritas em BAUMANN et al. (1988) e HUMPHREY & BERRY (1998). 
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        1     2     3     4     5     6     7     8     9    10    11    12    13    14    15    16    17    18    19    20    21    22    23     

  1   

  2   0,027 

  3   0,005 0,021 

  4   0,021 0,005 0,016 

  5   0,021 0,005 0,016 0,000 

  6   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 

  7   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000  

  8   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 

  9   0,054 0,038 0,049 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032 

 10   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 

 11   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 

 12   0,071 0,054 0,066 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049 0,054 0,049 0,049 

 13   0,027 0,011 0,021 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,038 0,005 0,005 0,054 

 14   0,027 0,011 0,021 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,038 0,005 0,005 0,054 0,011 

 15   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 

 16   0,027 0,011 0,021 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,038 0,005 0,005 0,054 0,000 0,011 0,005 

 17   0,027 0,011 0,021 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,032 0,005 0,005 0,043 0,011 0,011 0,005 0,011 

 18   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 0,000 0,005 0,005 

 19   0,027 0,011 0,021 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,032 0,005 0,005 0,043 0,011 0,011 0,005 0,011 0,000 0,005 

 20   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 0,000 0,005 0,005 0,000 0,005 

 21   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 0,000 0,005 0,005 0,000 0,005 0,000 

 22   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 0,000 0,005 0,005 0,000 0,005 0,000 0,000 

 23   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 0,000 0,005 0,005 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000 

 24   0,021 0,005 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 0,000 0,005 0,005 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 

 
 
Figura 14. Matriz de distâncias genéticas entre estirpes de B. sphaericus, considerando sequências de 393pb da toxina BinA. 1. BSP224478 (2297),  2. BSY13319 

(9002), 3. BSY13320 (LP1-G), 4. BSP224477 (2297), 5. 2362, 6. IB05, 7. IB07, 8. IB08, 9. IB09, 10. IB10, 11. IB11, 12. IB12, 13. IB15, 14. IB16, 15. IB17, 16. 

IB18, 17. IB19, 18. S1116, 19. S265, 20. S323, 21. S579, 22. S589, 23. S662, 24. S841. 
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Figura 15. Cladograma obtido pelo método de agrupamentos vizinhos (Neighbor-Joining) a partir 

de sequências de 393 nucleotídeos da toxina BinA de B. sphaericus, segundo o modelo  Kimura-2-

parâmetros. Os números acima dos ramos correspondem aos valores de Bootstrap superior a 50. 
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II.5 DISCUSSÃO 

 

Vinte e uma estirpes entomopatogênicas de B. sphaericus de diversas localidades 

da Amazônia foram selecionadas no presente estudo. Os testes de toxicidade realizados 

com larvas de A. darlingi resultaram em seis estirpes (30%) com alta toxicidade, sete 

estirpes (35%) com média toxicidade e sete estirpes (35%) com baixa toxicidade. Esses 

resultados concordam com estudos anteriores que apontam variações no nível de 

toxicidade entre as estirpes de B. sphaericus (SCHENKEL et al. 1992, RODRIGUES et al. 

1999, LITAIFF 2002 e SILVA et al. 2002). 

No presente trabalho, os oligonucleotídeos BinB-F e BinA-R mostraram 

eficiência para diagnosticar com sucesso a toxina binária em B. sphaericus. Com o 

desenvolvimento dos marcadores moleculares, a investigação de substâncias de interesse 

biotecnológico é realizada de forma mais rápida e precisa em relação aos métodos 

tradicionais como sorologia dos antígenos flagelares (De BARJAC et al. 1980) e 

sensibilidade aos grupos fago (YOUSTEN et al. 1980).  

Em 100% das estirpes estudadas procedentes da Amazônia foram obtidas 

amplificações para o gene da toxina binária. SILVA et al. (1999), observaram presença em 

apenas 83% estirpes de B. sphaericus oriundas das diferentes regiões do Brasil, utilizando-

se técnica de NESTED-PCR. PRIEST et al. (1997) relataram ausência da toxina binária 

entre estirpes pertencentes aos sorotipos 2a,2b; 9a,9b; 26a,26b.   

Ambas as proteínas são requeridas para a toxicidade em larvas de mosquitos e a 

taxa equimolar destas produz a maior atividade larvicida (BROADWELL et al. 1990), 

embora BinA isoladamente tenha apresentado toxicidade em larvas de mosquitos tratadas 

com uma estirpe recombinante de B. thuringiensis no estudo realizado por NICOLAS et al. 

(1993).   
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Em todo o mundo, são conhecidas apenas quatro grupos de sequências variantes 

nos genes codificadores da toxina binária, representadas por IAB59 (Tipo 1), 2362 (Tipo 

2), 2297 (Tipo 3) e LP-1G (Tipo 4), com cinco ou seis aminoácidos potencialmente 

variantes nas sequências de BinA e BinB (BAUMANN et al. 1989, BERRY et al. 1989, 

LIU et al. 1993). 

No presente trabalho, as sequências agrupadas no haplótipo 1 mostraram 

similaridade genética de 100% com a sequência Tipo 2, representada pela estirpe 2362 

(BAUMANN et al. 1989). Segundo a classificação de De BARJAC (1980), essa estirpe 

pertence ao sorotipo H5a,5b, no qual estão agrupadas um grande número de B. sphaericus 

que apresentam alta atividade larvicida. No entanto, apesar da similaridade, não foi 

observada correlação com o nível de toxicidade das estirpes, uma vez que esse haplótipo 

agrupou tanto estirpes de alta, como média e baixa toxicidade, conforme verificado na 

Tabela 12. O haplótipo 2 agrupou estirpes que foram, respectivamente, a alta (IB15) e de 

baixa  (IB18) toxicidade nos testes com A. darlingi. 

A identificação com a estirpe tipo 2 poderia sugerir semelhança quanto sorotipo e 

se caso confirmado, concordaria com resultados de SCHENKEL et al. (1992), os quais 

obtiveram exclusivamente o sorotipo H5 na caracterização sorológica de estirpes de B. 

sphaericus oriundas de amostras de solo nas diversas regiões do Brasil e de SILVA et al. 

(1999), com predominância do sorotipo H5a,5b e, ainda, foram detectados os sorotipos 

H9a,9b, H2a,2b e H6.     

HUMPREHYS & BERRY (1998) e SILVA-FILHA et al. (2005) ressaltam a 

importância do estudo de polimorfismos nas toxinas inseticidas como base para desvendar 

a relação da estrutura e os mecanismos de ação das toxinas inseticidas, bem como o 

fenômeno de resistência natural. 

Dentre os vinte e três sítios polimórficos observados nas sequências de BinA, 

apenas quatro mostraram ser informativos para a análise de parcimônia, os quais estão nas 
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posições 28, 332, 333 e 356. A análise de máxima parcimônia percorre um caminho menos 

tortuoso na reconstrução de árvores filogenéticas, ou seja, que abrangem o maior número 

de observações relacionadas a um determinado fenômeno, evitando-se a probabilidade de 

erro associado às explicações mais complexas durante análises de seqüências moleculares 

(SCHNEIDER, 2003). 

Analisando-se os resultados de distância genética entre as estirpes de B. 

sphaericus da Amazônia, não foi possível estabelecer uma correlação entre as variações 

nas seqüências da toxina BinA com a toxicidade em larvas de A. darlingi, uma vez que 

estirpes com alta e baixa toxicidades mostraram elevada similaridade genética, como 

verificado entre IB15 e IB18.  

Essas estirpes diferenciaram-se das seqüências Tipo 2 em apenas dois 

aminoácidos (Asn aa52 e Leu aa111). Cinco aminoácidos variantes foram verificados nas 

estirpes IB09 e IB12 que apresentaram, respectivamente, média e baixa toxicidade em 

larvas de mosquito. A ação de outras toxinas, além da toxina binária, poderia explicar a 

atividade larvicida, visto que em IB09 foi detectada a presença da toxina MTX1, enquanto 

que esta foi ausente em IB12.  

Mudanças em apenas um aminoácido podem alterar a toxicidade em B. 

sphaericus, como descreveram YUAN et al. (2001). A substituição de uma Serina (posição 

93) por uma Leucina na estirpe LP1-G (variante BinA4), alterou a toxicidade em larvas de 

C. pipiens, passando de não-tóxica para um nível altamente ativo, comparado ao da estirpe 

1593 (SINGER 1981, BERRY et al. 1993). ELANGOVAN et al. (2000) verificaram que 

mutações nos resíduos de arginina C-terminal na posição 312, influenciaram diretamente 

na diminuição da atividade larvicida da estirpe 1593 (variante BinA2).  

A atividade do gene da toxina MTX1 foi detectada em 83% das estirpes, 

ocorrendo de forma aleatória entre estirpes que apresentaram baixa, média e alta 

toxicidade, da mesma forma que os resultados observados por SILVA et al. (1999), os 
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quais verificaram presença da toxina MTX1 em 90% das estirpes de B. sphaericus 

caracterizadas com o uso de marcadores moleculares de DNA.  

Embora a toxina MTX1 (100kDa) seja o principal componente ativo em muitas 

estirpes de baixa toxicidade, é, ainda, amplamente distribuída entre muitas estirpes de alta 

toxicidade (THANABALU et al. 1991, LIU et al. 1993). Da mesma forma que as toxinas 

VIPs (vegetative insecticidal toxin) de B. thuringiensis, as toxinas MTX são produzidas 

durante a fase vegetativa do crescimento microbiano, porém são instáveis em B. sphaericus 

e nos organismos-alvo, sendo degradada pela ação de serina-proteases (WATI et al. 1997, 

SILVA-FILHA et al. 2005). Entretanto, uma forma recombinante da proteína MTX1 de 

97kDa (faltando o peptídeo sinal) expressa em E. coli, mostrou toxicidade estável 

(THANABALU et al. 1991, PARTRIDGE & BERRY 2002).  

As bactérias entomopatogênicas utilizam uma grande variedade de toxinas para 

auxiliá-los a invadir, infectar e até matar os organismos-alvo através da ação no intestino 

do inseto. De acordo com De MAAGD et al. (2003), as toxinas inseticidas descenderiam 

de um único dobramento ou de combinações entre os domínios das toxinas conhecidas, 

sugerindo origem evolutiva comum.  

O principal fator do espectro de ação em organismos-alvo é a presença das toxinas 

nos cristais parasporais que abrangem diversas estruturas, algumas das quais limitadas a 

uma ou em diversas espécies. A maior variedade é encontrada em B. thuringiensis nas 

toxinas codificadas pelos genes Cry. 

A prospecção dessas toxinas demonstra que esses cristais se dividem em grupos 

distintos de homologia (CRICKMORE 2003). São conhecidos mais de 30 diferentes tipos 

básicos de genes Cry com mais de 100 subtipos com diversas especificidades de ação. 

Alguns subtipos são encontrados em espécies de outros gêneros como Penibacillus 

popilliae (Cry18) (ZHANG et al. 1997) e Clostridium bifermentans (Cry16 e Cry17) 

(BARLOY et al. 1996).  
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Muitas teorias são apresentadas sobre a origem das toxinas inseticidas em 

bactérias, principalmente sobre a comum evolução das toxinas inseticidas. Essa hipótese é  

reforçada pela homologia observada, por exemplo, com a toxina Cry (Cry35 e Cry36) de B. 

thuringiensis e a toxina binária de B. sphaericus e, de modo semelhante a essa, é ativa 

apenas em conjunto com a toxina Cry34 (ELLIS et al. 2002).  

Um fator chave no emprego do controle biológico de mosquitos é a  

susceptibilidade entre as espécies-alvo. Atualmente, os estudos estão voltados para o 

mecanismo de ação dos componentes das toxinas e no fenômeno da resistência natural 

entre espécies de mosquito. Apesar das B. sphaericus apresentar um espectro de ação 

reduzido frente às espécies de B. thuringiensis, por exemplo, os estudos revelam que 

mecanismo de ligação no intestino da larva ocorre de forma semelhante. No entanto, os 

sítios de ligação intestinal são diferenciados (ROMÃO et al. 2005). Recentemente, 

SILVA-FILHA (2005) demonstraram que a resistência natural não está relacionada a 

alterações no sítio de ligação, mas sim a mutações que provocam falhas na expressão de 

proteínas das âncoras GPI (Glicosil-fostatidilinositol), que liga a toxina ao epitélio 

intestinal da larva.      

Apesar de não estar completamente elucidado o papel das toxinas inseticidas, os 

resultados apontam que as toxinas e demais fatores de virulência nas espécies 

entomopatogênicas servem como auxiliares na invasão de espécies hospedeiras e, com 

isso, possibilitam a colonização de diversos nichos ecológicos. 
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CAPITULO III. PARÂMETROS DE CRESCIMENTO MICROBIANO DE Bacillus 

sphaericus PARA PRODUÇÃO DE BIOINSETICIDA 

 

III.1 INTRODUÇÃO 

O controle microbiano de insetos-praga é de crucial importância, pois o uso 

abusivo de inseticidas químicos vem causando sérios impactos negativos ao meio ambiente 

e à saúde humana (PIMENTAL 1992). Embora os bioinseticidas sejam eficientes no 

controle de vetores, seu uso ainda é bastante limitado com exceção da China, onde é 

largamente produzido e utilizado (DULMAGE 1993). 

O alto custo de produção em relação aos inseticidas químicos, a especificidade de 

ação e a baixa persistência do efeito larvicida em campo são alguns dos fatores que limitam 

o uso de inseticidas biológicos (CAPALBO et al 2001; DIAS 1992). Porém, quanto à 

persistência em campo, o B. sphaericus possui uma vantagem frente a outras bactérias 

entomopatogênicas pela capacidade de reciclagem natural com a utilização das larvas 

mortas como substrato de crescimento (CORREA & YOUSTEN 1995). 

Além da busca por estirpes altamente tóxicas, há um considerável interesse na 

estabilidade nas condições de produção de biomassa com atividade larvicida e com a 

melhoria do processo fermentativo durante a produção de bioinseticidas (MORAES et al. 

2005). 

Portanto, como passos iniciais para a produção de um biolarvicida a partir de 

estirpes isoladas na Amazônia, foram desenvolvidos experimentos para analisar o 

crescimento microbiano de B. sphaericus IB15 em meio NYSM (MYERS & YOUSTEN 

1978) e a atividade larvicida em C. quinquefasciatus por meio do tempo letal mediano 

(TL50) ao longo do processo fermentativo. 
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III.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Descrever o crescimento de B. sphaericus IB15 e 2362 em meio NYSM, 

quanto aos parâmetros de número de células produzidas, concentração de 

biomassa seca e formação de esporos em função do tempo de fermentação; 

 

• Determinar a ação tóxica de B. sphaericus IB15 e 2632 em larvas de C. 

quinquefasciatus por meio de testes de tempo letal mediano (TL50), ao longo 

do processo de fermentação. 
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III.3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Os ensaios de crescimento microbiano foram realizados no Laboratório de Vetores 

de Malária e Dengue, Coordenação de Pesquisas em Ciências da Saúde - INPA e no 

Laboratório de Microbiologia, do Curso de Farmácia da Universidade Federal do 

Amazonas.  

 

III.3.1 SELEÇÃO DA BACTÉRIA ENTOMOPATOGÊNICA 

A estirpe B. sphaericus IB15 descrita no Capítulo 1 foi selecionada para estudo de 

crescimento microbiano por sua elevada atividade larvicida contra C. quinquefasciatus e A. 

darlingi. Para efeito de comparação utilizou-se a estirpe 2362 como padrão.  

As estirpes usadas neste estudo foram mantidas em refrigerador a temperatura de 

4 a 8oC em ágar nutritivo, sendo repicadas a cada três meses, testando-se a viabilidade e 

pureza das mesmas antes dos ensaios de produção de B. sphaericus.  

 

III.3.2 PROCESSO FERMENTATIVO 

 

III.3.2.1 MEIO DE FERMENTAÇÃO 

Utilizou-se o NYSM (MYERS & YOUSTEN 1978), como meio padrão para o 

crescimento de B. sphaericus (OMS 1985). O NYSM é o meio nutritivo com a adição de 

sais minerais. Ajustado para pH 7,0 e esterilizado em autoclave a 121oC por 20 minutos. A 

composição do meio NYSM está descrita a seguir:  
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 g/L 

Peptona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5,00 

Extrato de carne. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3,00 

Extrato de levedura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,00 

MgSO4.7H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,10 

MnSO4.7H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,01 

ZnSO4.7H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01 

FeSO4.7H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,01 

CaCO3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,10 

KH2PO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,00 

 

 

III.3.2.2 INÓCULO 

O inóculo utilizado foi obtido a partir de culturas de B. sphaericus IB15 e 2362 

crescidas em tubos inclinados de NYSM contendo 1,5% de ágar inclinado, durante 12 

horas a 30oC. Alíquotas de 1mL da suspensão homogênea (106ml-1) foram inoculadas em 

frascos Erlenmeyers contendo 10mL de caldo NYSM e incubados em agitador rotatório a 

200rpm na temperatura de 30oC (Figura 16).  

 

Figura 16. Culturas de B. sphaericus em incubador rotativo. 
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III.3.2.3 CRESCIMENTO MICROBIANO  

Para determinação da curva de crescimento da estirpe selecionada, amostras da 

suspensão microbiana foram retiradas em intervalos regulares de tempo de três horas por 

um período total de 24 horas, para medição da massa seca por meio de filtração em 

membrana Millipore de acetato de celulose com 47mm de diâmetro e 0,45μm de poro, com 

posterior secagem em estufa à temperatura de 80oC até peso constante, determinado em 

balança analítica (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Filtragem do meio de cultura de B. sphaericus para determinação da 

biomassa seca.  

 

Paralelamente, a cada três horas, foi realizada a contagem do número total de 

células e esporos de B. sphaericus IB15 e 2362 com auxílio de uma câmara de Neubauer, 

utilizando-se microscópio binocular (400x).  

Os resultados do crescimento microbiano de B. sphaericus IB15 e 2362 em meio 

NYSM foram comparados em parâmetros de tempo de geração, velocidade de crescimento 

e produtividade de células, esporos e biomassa ao final de 24 horas conforme GERMANI 

(1993).   Os ensaios foram realizados em condições de laboratório à temperatura de 26 ± 

2oC, umidade relativa superior a 85% e fotofase de 12horas. No total foram realizados 

quatro ensaios para cada estirpe, executados em dias alternados para minimizar os efeitos 

da manipulação.  
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III.3.3 DETERMINAÇÃO DE pH  

A cada três horas, alíquotas do meio fermentado foram coletadas para 

determinação do pH, utilizando-se peagâmetro digital com eletrodo combinado DIGIMED 

DM-10, com precisão de ± 0,01. 

 

III.3.4 ATIVIDADE LARVICIDA  

A atividade larvicida do B. sphaericus IB15 e 2362 foram monitoradas em função 

do tempo de fermentação para se determinar o tempo letal mediano (TL50) em C. 

quinquefasciatus.  

Em intervalos de três horas foram realizados bioensaios compostos de réplicas de 

três copos plásticos contendo cada um 50mL de água destilada, vinte larvas L3 e 1mL da 

cultura com número de esporos conhecidos conforme descrito no item 3.3.2.3. Foram 

preparados três copos nas mesmas condições anteriores como grupo controle, porém 

aplicando apenas o meio de cultura sem o bacilo.  

Após aplicação do bacilo foram realizadas leituras em intervalos de três horas por 

um período de 24 horas, onde se contava o número de larvas vivas e mortas por dose 

correspondente. 

A atividade larvicida em C. quinquefasciatus foi medida por meio do tempo letal 

mediano (TL50), obtido por regressão linear entre o probit da mortalidade e o tempo de 

crescimento da cultura, utilizando-se o programa estatístico MINITAB.   
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III.4 RESULTADOS  

 

III.4.1 CRESCIMENTO DE B. sphaericus IB15 E 2362 

O crescimento microbiano das estirpes IB15 e 2362 em meio NYSM foram 

acompanhados por um período de 24 horas, de acordo com metodologia descrita no item 

III.3.2.3. 

As contagens de células e esporos estão demonstradas nas Tabelas 14 e 15, 

respectivamente para as estirpes IB15 e 2362. As curvas de crescimento celular e produção 

de esporos estão graficamente representadas na Figura 18.  

Para a IB15, a quantidade de células no tempo zero de fermentação foi em média 

3,66x107 células.mL-1, aumentando ao longo do processo fermentativo, atingindo, ao final 

de 24 horas 1,94x109 células.mL-1. Os esporos presentes no inóculo eram, em média, 

5,08x106 esporos.mL-1 e ao final da fermentação o número total foi 1,61x109 esporos.mL-1.  

Durante o crescimento microbiano, a estirpe 2362 apresentou valores médios 

iniciais de 5,52x107 células.mL-1 e de 6,28x106 esporos.mL-1 e ao final da fermentação a 

quantidade média de células e esporos foi respectivamente de 8,13x108 e 6,46x108 por mL 

de cultura.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 82 

 
 
 
 
Tabela 14. Produção de células e esporos de B. sphaericus IB15, crescidas em meio NYSM a 30oC e 200rpm. 
 

 

 

 

 
 

ENSAIO 1 ENSAIO 2  ENSAIO 3 ENSAIO 4 FERMENTAÇÃO 
(h) Células/mL Esporos/mL  Células/mL Esporos/mL   Células/mL Esporos/mL  Células/mL Esporos/mL 

0 5,10x107 6,50x106 2,65x107 4,50x106  3,70x107 4,50x106 3,20x107 4,80x106 

3 4,55x108 1,90x107 4,55x108 7,00x106  4,20x108 5,80x107 7,32x108 3,65x107 

6 8,60x108 1,60x108 1,34x109 2,15x108  8,85x108 1,90x108 9,90x108 2,10x108 

9 1,03x109 5,65x108 1,32x109 6,90x108  9,90x108 5,61x108 1,25x109 3,40x108 

12 1,75x109 1,15x109 1,47x109 1,05x109  1,23x109 9,10x108 3,20x109 7,80x108 

15 2,20x109 1,90x109 1,06x109 1,01x109  2,10x109 1,11x109 2,82x109 1,50x109 

18 2,45x109 2,05x109 1,18x109 1,11x109  1,18x109 1,17x109 2,86x109 1,78x109 

21 3,45x109 3,20x109 1,38x109 1,19x109  1,39x109 1,21x109 2,87x109 2,74x109 

24 3,26x109 2,43x109  8,90x108 8,00x108   1,18x109 9,90x108  2,42x109 2,20x109 
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Tabela 15. Produção de células e esporos de B. sphaericus 2362, crescidas em meio NYSM a 30oC e 200rpm. 
 

ENSAIO 1 ENSAIO 2  ENSAIO 3 ENSAIO 4 FERMENTAÇÃO 
(h) Células.mL-1 Esporos.mL-1  Células.mL-1 Esporos.mL-1   Células.mL-1 Esporos.mL-1  Células.mL-1 Esporos.mL-1 

0 7,80x107 1,00x107 7,00x107 1,00x107  6,32x107 2,60x106 9,60x106 2,50x106 

3 3,60x108 2,50x107 4,05x108 4,50x107  3,50x108 2,55x107 8,37x107 4,38x107 

6 1,31x109 7,50x107 1,02x109 1,15x108  9,25x108 1,05x108 1,53x108 4,75x108 

9 1,50x109 7,00x108 1,20x109 4,50x108  1,36x109 5,61x108 1,36x109 6,79x108 

12 1,60x109 1,20x109 1,50x109 1,00x109  2,30x109 1,02x109 1,44x109 1,20x109 

15 8,20x108 2,80x108 1,57x109 1,12x109  1,68x109 1,15x109 2,36x109 1,68x109 

18 8,35x108 2,90x108 9,80x108 5,30x108  7,49x108 6,42x108 8,78x108 3,65x108 

21 8,15x108 3,25x108 8,50x108 3,40x108  7,93x108 5,98x108 8,52x108 7,89x108 

24 8,10x108 6,55x108  7,72x108 4,50x108   8,37x108 7,36x108  8,33x108 7,43x108 
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Figura 18. Curva de crescimento celular e produção de esporos de B. sphaericus IB15 e 2362 em 

meio NYSM a 30oC e 200rpm. 
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III.4.2 pH 

Os valores médios do pH do meio de cultura, medidos durante o crescimento 

microbiano para as duas estirpes de B. sphaericus estão representados graficamente na 

Figura 19. Inicialmente, o valor do pH do meio de cultura mais o inóculo, estavam em 

torno de 7,0 para IB15 e de 7,11 para 2362. Ao longo da fermentação, o pH foi 

aumentando gradativamente, chegando ao final de 24 horas de cultivo, a valores de 8,51 e 

8,32, respectivamente. 

 

III.4.3 BIOMASSA  

Os resultados do crescimento de IB15 e 2362 em biomassa seca, monitoradas a 

cada três horas ao longo de 24 horas, podem ser visualizados na Figura 20. Observou-se 

que após quatro ensaios realizados, os valores médios para a estirpe IB15 variaram de 

0,14g.L-1 no tempo zero, atingindo o máximo em 12horas com 1,77g.L-1 e 1,32g.L-1 em 24 

horas. Com a 2362, a massa inicial foi de 0,17g.L-1, aumentando até 2,0g.L-1 em 21horas e 

ao final do crescimento 1,77g.L-1. Comparando o crescimento em massa das duas estirpes, 

esses valores não diferiram estatisticamente entre si (P>0,05).   

 

III.4.4 PARÂMETROS DO CRESCIMENTO MICROBIANO  

Na Tabela 16, constam os resultados dos parâmetros de crescimento microbiano de 

B. sphaericus IB15 e 2362 cultivadas em meio NYSM. O tempo médio de geração em 

células e biomassa seca obtido nos ensaios com IB15 foi menor que o observado com a 

estirpe 2362. Quanto à velocidade de crescimento celular, produção de esporos e biomassa 

seca, os resultados apontam semelhança entre as duas estirpes.  
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Figura 19. Valores de pH medidos ao longo da fermentação de B. sphaericus IB15 e 2362, em meio 

NYSM a 30oC e 200rpm. 
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Figura 20. Biomassa produzida durante o crescimento microbiano de B. sphaericus IB15 e 2362, 

em meio NYSM a 30oC e 200rpm. 
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Considerando o final do tempo de fermentação, IB15 apresentou maior 

produtividade de células e esporos (8,07x107 e 6,69x107 un.mL-1.h-1, respectivamente) em 

relação ao observado para a estirpe padrão 2362 (3,39x107 e 2,69x107 un.mL-1.h-1). Em 

biomassa, a produtividade de 2362 foi significativamente menor que em IB15.  

 

III.4.5 ATIVIDADE LARVICIDA  

Os resultados da mortalidade observada nos bioensaios com larvas de C. 

quinquefasciatus estão representados na Figura 21. Os resultados com IB15 seguiram 

distribuição definida pela equação y = -1,287x2 + 25,269x - 20,833 (R2 = 0,99) e com a 

estirpe 2362 por y = -1,2502x2 + 28,04x - 26,424 (R2 = 0,98). 

Os resultados dos bioensaios nos intervalos de crescimento, realizados a cada três 

horas, constam na Tabela 17. Para B. sphaericus IB15 o maior tempo de mortalidade das 

larvas foi observado com 12,5h nos bioensaios com o caldo de cultura no tempo zero 

(5,08x106 esporos.mL-1), diminuindo no tempo de morte das larvas para 10,5 horas nos 

bioensaios usando meio de cultura com três horas de cultivo (3,01x107 esporos.mL-1) e 

assim sucessivamente ao longo dos demais bioensaios, até obtenção do TL50 de 2,4 horas 

no bioensaio em 24horas (1,61x109 esporos.mL-1).  

Com a 2362, o TL50 observado no bioensaio no tempo zero foi de 14,7 horas 

(6,28x106 esporos.mL-1), diminuindo ao longo do processo de fermentação até o final com 

TL50observado de 2,3 horas com 24h (6,46x108 esporos.mL-1).  
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Tabela 16. Parâmetros do crescimento microbiano de B. sphaericus IB15 e 2362 cultivados em meio NYSM.  

PARÂMETRO IB15 2362 F P 

Tempo médio de geração em 
células (min.) ± DP 75,81 ±  10,38 81,0 ±  21,30 0,19 0,68 

Tempo médio de geração em 
massa (min.) ± DP 103,33 ±  48,60 107,25 ±  41,60 0,02 0,91 

Velocidade de crescimento em 
células (células.h-1) ± DP 0,37 ±  0,05 0,37 ±  0,130 0,00 0,97 

Velocidade de crescimento em 
esporos (esporos.h-1) ± DP 0,40 ±  0,03 0,41 ±   0,149 0,01 0,94 

Velocidade de crescimento em 
massa (g.l-1.h-1) ± DP 0,31 ±  0,13 0,29 ±  0,11 0,06 0,81 

Prudutividade em células      
  (células.mL-1.h-1) ± DP 8,07x107 ±  4,60 3,39x107 ±   0,12 4,15 0,08 

Prudutividade em esporos          
(esporos.mL-1.h-1) ± DP 6,69x107 ±  3,44 2,69x107 ±  0,57 5,21 0,06 

Prudutividade em massa              
(g.l-1.h-1) ± DP 0,07 ±  0,005 0,06 ±  0,010 12,00 0,01* 

*Estatisticamente significativo (P<0,05). 
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Figura 21. Mortalidade nas larvas de C. quinquefasciatus em bioensaios realizados durante 

o crescimento microbiano de IB15 e 2362. 
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Tabela 17. Tempo letal mediano nos bioensaios com C. quinquefasciatus durante o crescimento 

microbiano de B. sphaericus IB15 e 2362.  

FERMENTAÇÃO 
(h)  TL50 (h) EQUAÇÃO DE REGRESSÃO R2 

IB15 

0 12,5  y = 1,20 + 0,0051x 0,951 

3 10,5  y = 1,71 + 0,0050x 0,963 

6 9,8  y = 2,07 + 0,0052x 0,962 

9 9,3  y = 2,72 + 0,0045x 0,933 

12 6,8  y = 3,15 + 0,0050x 0,901 

15 6,0  y = 3,65 + 0,0042x 0,915 

18 5,7  y = 3,61 + 0,0042x 0,912 

21 3,9  y = 4,54 + 0,0036x 0,832 

24 2,4  y = 5,32 + 0,0031x 0,705 

2362 

0 14,7  y = 1,30 + 0,268x 0,951 

3 11,3  y = 1,63 + 0,295x 0,949 

6 10,8  y = 1,59 + 0,308x 0,973 

9 9,3  y = 2,71 + 0,252x 0,971 

12 9,5  y = 3,14 + 0,230x 0,956 

15 9,2  y = 3,78 + 0,228x 0,959 

18 4,8  y = 3,90 + 0,236x 0,913 

21 3,0  y = 4,33 + 0,216x 0,909 

24 2,3  y = 5,41 + 0,181x 0,700 
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III.5 DISCUSSÃO 

 

III.5.1 PRODUÇÃO DE CÉLULAS E ESPOROS  

O meio NYSM, que apresenta em sua composição extrato de levedura e peptona 

de carne é um ótimo meio de cultura para o B. sphaericus, uma vez que essa espécie não 

utiliza carboidratos como fonte de carbono e requer meios proteináceos para crescimento 

(DAVIDSON 1985).  

Durante a fermentação de B. sphaericus IB15 e 2362 em meio NYSM, foram 

observados perfis semelhantes na produção de células totais, com maior incremento nas 

primeiras seis horas. A máxima produção ocorreu entre 15 e 18 horas para ambas as 

estirpes, com aparente estabilização e decréscimo até o término da fermentação em 24 

horas.  

Como a toxina binária é produzida durante a esporulação, torna-se relevante 

verificar essa característica entre os novos isolados de B. sphaericus, pois é um dos fatores 

que desperta o interesse industrial na produção de bioinseticidas. A quantidade final de 

esporos obtida com B. sphaericus IB15 foi de 1,61x109 esporos.mL-1, com taxa de 

esporulação de 82,84%, e de 6,46x108 esporos.mL-1 com a estirpe 2362, correspondente a 

79,46% de esporos produzidos, porém sem diferença significativa quando comparadas as 

duas estirpes ao longo do processo de fermentação.  

A eficiência de crescimento e esporulação em B. sphaericus cultivados em meios 

complexos confirma prévias observações sobre a eficácia na produção de toxinas 

inseticidas (WALLIS & YOUSTEN 1978). Em meio NYSM, GERMANI (1993) obteve 

com B. sphaericus S2 a produção final de 5,37x106 esporos.mL-1 e 5,90x106 esporos.mL-1 

com a padrão 2362. VILARINHOS et al. (1996) obtiveram 17x109 esporos.mg-1 para S2 

cultivadas em meio MBS a base de triptona (KALFON et al., 1983).  

A esporulação em bactérias é um mecanismo para sobrevivência em condições 
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adversas (CORREA & YOUSTEN 1995). No caso de estirpes patogênicas de B. 

sphaericus como os cristais da toxina binária são sintetizados no início da formação dos 

esporos (HOLT et al. 1975, CHARLES & NICOLAS 1986), existe o interesse 

biotecnológico em indutores de esporulação, como forma de obtenção de toxinas 

inseticidas em grande escala (DIAS 1992, LUNA 2003). O emprego de fatores estressantes 

combinados na produção de B. thuringiensis, por meio de choque térmico e a adição de 

NaCl ao meio de cultura, resultaram em melhoria de até 66% na síntese de toxina e 

economia na produção do bioinseticida em cerca de 30% (GHRIBI et al. 2004). 

 

III.5.2 pH  

Variações no pH do meio de cultura durante a fermentação dependem da 

concentração dos reagentes químicos que fazem parte da sua formulação e dos metabólitos 

produzidos durante a fermentação.  

Apesar de não ter sido controlado ao longo da fermentação, não foram observadas 

diferenças significativas entre os resultados de pH medidos para B. sphaericus IB15 e 

2362, as quais demonstram apresentar metabolismo semelhante. No início os valores 

estavam na faixa da neutralidade, com rápido aumento nas seis primeiras horas, 

correspondente à fase exponencial do crescimento. Verificou-se estabilização por volta da 

15ª hora, com aparente decréscimo até o final da fermentação. A alcalinização do meio foi 

devido ao consumo da proteína e aumento na concentração de amônia excretada. Porém, 

não foi verificado se a alcalinização é o fator determinante no aumento de esporos 

produzidos ou se é devido à exaustão dos nutrientes no meio de cultura. 

Não foram observadas alterações significativas na atividade larvicida de B. 

sphaericus IB15 e 2362 em C. quinquefasciatus relacionadas às mudanças de pH ao longo 

da fermentação. A resistência das toxinas de B. sphaericus em meios adversos inclusive 

mudanças de pH é atribuída à presença do exósporo que protege as toxinas de degradações 
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químicas (CHANG et al. 1990). Outros aspectos da atividade larvicida de B. sphaericus 

IB15 serão abordados mais adiante no item 3.5.4.  

O controle de pH durante a produção de bioinseticidas é importante, ainda, nas 

etapas de separação dos esporos, pois a principal dificuldade de recuperação tais 

suspensões biológicas consiste no fato de possuírem pequena dimensão, baixa densidade e 

estarem presentes em baixas concentrações no meio de cultura (RIOS 1998). A floculação 

é uma alternativa que permite a conversão de esporos individuais em grandes agregados e, 

com isso, maior facilidade de recuperação em escala industrial. A influência do pH e a 

hidrofobicidade na eficiência de floculação em B. sphaericus foram investigadas por 

LUNA et al. (2001). RIOS et al. (1997) relatam a eficiência de recuperação em até 99% 

nas culturas de B. sphaericus com pH ajustado para 5 e 9, sem perda na atividade  larvicida 

em testes com C. quinquefasciatus.  

 

III.5.3 BIOMASSA  

A biomassa obtida ao final da fermentação e os custos devem ser considerados 

para uma produção em grande escala, pois são fatores que tornam viáveis os investimentos 

em bioinseticidas (DIAS 1992).  

Nos experimentos realizados, o período de maior incremento em biomassa 

ocorreu entre zero e seis horas. A máxima produção para B. sphaericus 2362 foi observada 

com 21 horas de crescimento com biomassa igual a 2,1g.L-1 e em B. sphaericus IB15, a 

máxima produção ocorreu com 12 horas de fermentação obtendo-se 1,77g.L-1.  

Comparando os resultados dos parâmetros da produção de biomassa em termos de 

parâmetros de tempo de geração e velocidade de crescimento observou-se que a estirpe 

IB15 apresentou um crescimento mais rápido que a 2362, porém sem diferenças 

significativas na contagem de células, esporos e em gramas de massa seca produzidas 

durante a fermentação. 
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Além da busca por estirpes com alta atividade larvicida e com potencial para uso 

em formulações, é imprescindível, ainda, selecionar matérias-primas de baixo custo que 

propiciem a produção em grande escala e preservem as características tóxicas do bacilo, 

pois o elevado gasto na produção industrial em B. sphaericus é um dos principais fatores 

que geram obstáculos ao investimento em bioinseticidas (DIAS 1992, MORAES et al. 

2001).  

A produção de B. sphaericus em meios de cultura alternativos foi realizada por 

GERMANI (1993) com o uso de meios formulados à base de soro de queijo, farinha de 

peixe e proteína de soja. RORBERG (2000) estudou a produção de B. sphaericus em meio 

de resíduos das indústrias de cerveja. 

Existe, portanto, a possibilidade de aproveitamento de subprodutos e resíduos de 

agroindústrias como substratos na produção de bioinseticidas e, respeitadas as limitações 

nutricionais de B. sphaericus, até com produção regionalizada em função da 

disponibilidade de matérias-primas. 

 

III.5.4 TEMPO LETAL MEDIANO  

A toxicidade das estirpes IB15 e 2362 em larvas de C. quinquefasciatus, aqui 

avaliada pelo critério de tempo letal mediano, confirmam a sensibilidade dessa espécie de 

mosquito ao B. sphaericus, já descrita por LACEY & SINGER (1982), MULLA et al. 

(1986). Os resultados obtidos nos experimentos foram equivalentes entre si. 

Os valores de TL50 de B. sphaericus IB15 e 2362 demonstraram forte correlação 

entre o intervalo de fermentação e o tempo de mortalidade nas larvas. Porém, quando foi 

analisada a correlação entre número de esporos/tempo de fermentação e a mortalidade das 

larvas, esta não se ajustou a um modelo linear, pois a produção de esporos não é contínua. 

Poucos são os trabalhos de avaliação larvicida por meio de tempo letal mediano 

no controle de mosquitos, o que permite pouca comparação. ANDRADE & MODOLO 
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(1991) avaliaram a eficiência do controle integrado de larvicidas biológico e químico em 

larvas de A. aegypti. Esses autores obtiveram TL50 de 6,2h com B. thuringiensis e 4,3h 

com Temephós. O tempo letal médio com a mistura dos dois inseticidas foi de 3,2h.    
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4 CONCLUSÕES 

 

4.1 Capítulo I 

 

• Foi observada atividade larvicida em todas as vinte estirpes de B. sphaericus da 

Amazônia, porém em níveis diferenciados de toxicidade. 

 

• Entre as espécies-alvo (mosquito), a maior sensibilidade foi detectada entre as 

larvas de C. quinquefasciatus. 

 

• Foi verificado um potencial biotecnológico com estirpes IB15, IB19, S1116 e IB16, 

com base nos resultados da atividade larvicida nos bioensaios com A. darlingi e C. 

quinquefasciatus. 

 

• Em relação à estirpe padrão 2362 nos testes com A. dalrlingi, foi verificada 

potência superior nas estirpes IB15, IB19, S1116 e IB16, sendo a IB15 cerca de 

50% mais potente. Nos bioensaios contra o C. quinquefasciatus, maior potência em 

relação à padrão foi verificada em 17 estirpes, com destaque para IB16, S1116, 

S265, IB19 que apresentaram potência entre 300-400% superior. 
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4.2 CAPÍTULO II 

 

• Os oligonucleotídeos BinB-F e BinA-R descritos neste trabalho, mostraram 

eficiência para diagnóstico molecular conjunto dos genes da toxina binária (BinB e 

BinA) de B. sphaericus e este foi observado em 100% das estirpes procedentes de 

diversas localidades da Amazônia; 

 

• O gene da toxina mosquitocida MTX1 foi verificado em 83% das estirpes 

estudadas, distribuído de forma aleatória entre isolados com alta, média e baixa 

toxicidade em larvas de A. darlingi;  

 

• Foram evidenciados 23 sítios polimórficos nas sequências de 393 nucleotídeos do 

gene da toxina BinA, porém apenas quatro foram informativos para análise de 

parcimônia (nt28, nt332, nt333 e nt356); 

 

• Foi verificado uma baixa distância genética média entre as estirpes de B. sphaericus 

(média de 1,2%). A maior distância genética foi observada entre as estirpes 

BSP224478 (2297) e IB12 com 7,1%. 

 

• Foi encontrada uma alta variabilidade genética nas estirpes amazônicas sendo 

descritos nove tipos variantes (além dos quatro pré-existentes). 

 

• Não houve correlação entre distância genética, variabilidade 

nucleotídica/aminocídica e/ou procedência, com a toxicidade das estirpes. 
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4.3 CAPÍTULO III 

 

• Dentre as estirpes amazônicas analisadas, a IB15, considerada a mais promissora, 

apresentou resposta de crescimento, produção de células, esporos, variação de pH 

do meio, concentração de biomassa e TL50 muito similar à estirpe padrão 

comercial 2362. Isso demonstra o potencial biotecnológico para produção dessa 

estirpe local como inseticida biológico para uso em programas de controle de 

vetores na Amazônia.   
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