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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € um importante vetor na transmissdo do virus dengue, febre
amarela urbana, zika e chikungunya. A principal ferramenta utilizada no controle deste vetor
sd0 os inseticidas quimicos convencionais, porém, o uso continuo provoca fatores negativos
destacando-se a contaminacdo do meio ambiente e a selecdo de populagdes resistentes. Neste
sentido, o controle bioldgico por microrganismos é uma alternativa biotecnoldgica no controle
de vetores, principalmente os bioinseticidas formulados a base de bactérias do género
Bacillus. Considerando a diversidade de Bacillus, estes apresentam capacidade de sintese de
biomoléculas bioinseticidas contra diferentes ordens de insetos. Além disso, sintetizam
biopolimeros, antibidticos e enzimas como, por exemplo, as quitinases expressas pelo gene
Chi. Estas enzimas hidrolisam as ligacGes glicosidicas p-1,4 entre as unidades constituintes da
quitina. Apds a ingestdo das quitinases pelas larvas do inseto, provoca a degradacdo da
membrana peritrofica que separa o epitélio do intestino médio do Iumen intestinal, cujo
principal componente é a quitina. Este fator € um requisito favoravel para a sua utilizagdo nos
programas de controle de insetos vetores e pragas agricolas. Neste estudo, foram utilizadas 124
linhagens bacterianas isoladas do solo, &gua, planta e inseto de diferentes ambientes amazénicos.
Todas foram identificadas pelas caracteristicas fenotipicas como pertencentes ao grupo dos
bacilos, sendo, cento e quatorze (91,4%) Gram positivos e dez (8,6%) Gram negativos. Na
identificacdo molecular pela amplificacdo e sequenciamento do gene 16S (rDNA), 33 linhagens
foram identificadas, 27 pertencendo ao género Bacillus, 4 ao género Serratia, 1 ao género
Paenibacillus e 1 ao género Achromobacter. Na deteccdo molecular do gene Chi, seis (4,5%)
linhagens, BTAM27LB, 103PHAISP2, BTAM138LB, BTAMI18NA, K2NA e R11ISP2,
apresentaram amplificacdo positiva para este gene, dentre estas, duas foram identificadas, BTAM
27- Bacillus sp. e R11ISP2- Bacillus amyloliquefaciens. No bioensaio seletivo de 124 linhagens,
21 apresentaram atividade larvicida em Aedes aegypti. Os bioensaios com 0s extratos
metabdlicos produzidos por estas 21 linhagens ativas, cultivadas em meio NA, LB e ISP2,
demonstraram que sete apresentaram patogenicidade nas células lisadas e apenas 3 no
sobrenadante filtrado. Em outra etapa, foi avaliado os extratos metabolicos produzidos por 9
linhagens ativas cultivadas em meio contendo quitina, das quais apenas 1 apresentou
mortalidade tanto no sobrenadante quanto em células liofilizadas, apresentando valores
correspondentes a 100%. Sendo assim as linhagens selecionadas apresentaram potencial para
o0 desenvolvimento de bioinseticidas microbianos.

Palavras-chave: Bioprospecg¢do, Microbiota amazénica, Enzimas hidroliticas, Insetos vetores.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is an important vector in the transmission of dengue virus, urban
yellow fever, zika and chikungunya. The main tool used to control this vector is conventional
chemical insecticides. However, continuous use causes many negative factors, such as
environmental contamination and selection of resistant populations. In this sense, the
biological control by microorganisms is a biotechnological alternative in the control of
vectors, mainly the bioinseticidas formulated with bacteria of the genus Bacillus. Considering
the diversity of Bacillus, members of this genus are capable of synthesizing bioinsecticidal
biomolecules against different orders of insects. In addition, they are able to synthesize
biopolymers, antibiotics and enzymes such as chitinase expressed by the chi gene. These
enzymes have the ability to hydrolyze B-1,4 glycosidic bonds between the chitin polymer
units. After ingestion by the larvae of the insect, it causes degradation of the peritrophic
membrane that separates the epithelium from the middle intestine of the intestinal lumen,
whose main component is chitin. This factor is a favorable requirement for its use in the
control programs of insect vectors and agricultural pests. In this study, 124 bacterial strains
isolated from soil, water, plant and insect from different Amazonian environments were used.
All strains were identified by phenotypic characteristics as belonging to the bacilli group,
being one hundred and fourteen (91.4%) Gram positive and ten (8.6%) Gram negative. In the
molecular identification by amplification and sequencing of the 16S (rDNA) gene, 33 lines
were identified, 27 belonging to the genus Bacillus, 4 to the genus Serratia, 1 to the genus
Paenibacillus and 1 to the genus Achromobacter. In the molecular detection of the chi gene,
six lineages (4.5%), BTAM27LB, 103PHAISP2, BTAM138LB, BTAM18NA, K2NA and
R11ISP2 showed positive amplification, of which two were identified, BTAM 27- Bacillus
sp. and R11ISP2-Bacillus amyloliquefaciens. In the selective bioassays of 124 lineages, 21
showed activity in Aedes aegypti larvae. The bioassays with the metabolic extracts produced
by these 21 lineages cultivated in NA, LB and ISP2 medium demonstrated that 7 presented
pathogenicity in the lyophilized culture and only 3 in the filtered supernatant. In another step,
metabolic extracts produced by 9 strains cultured in chitin medium were evaluated, of which
only 1 presented mortality in both the supernatant and lyophilized culture, presenting values
corresponding to 100%. Thus, the selected strains present potential for the development of
microbial bioinsecticides.

Key words: Bioprospecting, Amazonian microbial, Hydrolytic enzymes, Insect vectors.
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1 INTRODUCAO

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Culicidae, sendo
conhecidas mais de 3.500 espécies, distribuidas em todo o globo terrestre (FORATTINI 2002;
WRBU, 2018). Apresentam importancia para a salde puablica, por estarem envolvidos na
transmissdo de patdgenos causadores de doencas, como a maléria, filariose, febre amarela
urbana, dengue, febre de chikungunya, febre pelo virus zika, entre outras arboviroses, cuja
gravidade é variavel (GUBLER, 1998; LIMA-CAMARA, 2016; MS/SVS, 2017). Milhares de
pessoas pelo mundo sdo infectadas por estas doencas, causando impactos negativos a salde
publica e a economia em &reas de ocorréncia, cujas condi¢cbes ambientais, em conjunto com a
ineficacia das politicas publicas de saude, favorecem o aumento das populaces de vetores
(WHO, 2017).

Dentre os mosquitos hematofagos do género Aedes (Diptera: Culicidae), cujas fémeas
infectadas por arbovirus podem transmiti-los ao homem, por meio da picada, destaca-se a
espécie Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (FORATTINI 2002; FERREIRA-DE-
BRITO et al., 2016). Esta espécie ¢ a mais importante como vetor dos quatro sorotipos
circulantes no Brasil (DENV-1, DENV-2 DENV-3 e DENV-4) causadores da dengue, além
de transmitir os arbovirus da febre amarela urbana (YFV), chikungunya (CHIKV) e zika
(ZIKV), este altimo reemergente no Brasil (GUBLER, 1998; ZARA et al., 2016).

Apesar dos investimentos nas pesquisas com vacinas, campanhas educativas,
monitoramento e controle vetorial, ainda ndo hd um método eficaz para a erradicacdo destas
arboviroses. Sendo assim, a intensificacdo do controle da densidade de populacgdes do vetor, é
0 parametro mais relevante para interromper a cadeia de transmissao dos virus (TAUIL, 2002;
ARAUJO et al., 2015). A reducio dos niveis populacionais de Ae. aegypti é um desafio para a
salde publica, devido aos inumeros problemas que abrange esta acdo, dentre estes, 0 uso dos
inseticidas quimicos sintéticos, a principal ferramenta de controle vetorial (QUIMBAYO et
al., 2014). Estes produtos apresentam efeitos imediatos, porém, o uso de forma continua, com
aplicacbes em campo, apresenta desvantagem, como o desenvolvimento de resisténcia em
algumas populagdes de mosquitos, poluicdo ambiental, contaminagdo de alimentos, efeitos
nocivos aos animais e insetos benéficos, além de apresentar um alto custo econémico (TADEI
etal., 1998; TADEI et al., 2017).

Diante da importancia da obtencdo de novos métodos para utilizagdo no controle de
vetores de doencas tropicais, o controle bioldgico surgiu como alternativa promissora para a
substituicdo do uso de inseticidas sintéticos (ALVES, 1998; SALDANA et al., 2017). Neste
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sentido, medidas de controle biologico pode ser uma alternativa relevante, pelo fato de utilizar
recursos oriundos da natureza como, por exemplo, plantas, fungos e bactérias, além disso, séo
de facil acesso, baixo custo e com atividade direcionada para organismos alvos (ALVES
1998; GUO et al., 2015). Dentre os microrganismos utilizados, os membros do género
Bacillus, como por exemplo, B. thuringiensis, apresenta potencial para sintese de proteinas
inseticidas CRY, VIP e CYT com mecanismos de acdo contra diferentes ordens de insetos:
diptera, lepidoptera, coledptera, etc (BRAVO et al., 2007; RAYMOND et al., 2010; WANG
etal., 2014; ZHANG et al., 2016) .

Considerando o potencial metabdlico dos Bacillus, diversas enzimas produzidas pelas
bactérias deste género, que estdo envolvidas no processo de patogenicidade a uma diversidade
de insetos, foram identificadas, dentre estas, encontram-se as quitinases (E.C.3.2.1.14),
expressas pelo gene Chi (DJENANE et al., 2017). Sdo enzimas pertencentes a familia das
glicosil-hidrolases, com capacidade de hidrolisar as ligacfes glicosidicas B-1,4 entre as
unidades de N-acetilglicosaminas (GIcNAc) constituintes do polissacarideo quitina. Estas
biomoléculas sdo sintetizadas por uma diversidade de organismos, incluindo bactérias,
plantas, fungos, insetos, crustaceos, mamiferos (USHARANI & GOWDA, 2011; BOYCE et
al., 2013). Devido a hidrolise da quitina, estas enzimas apresentam potencial promissor para
diversas aplicacBes biotecnoldgicas, dentre estas, a utilizacdo como agentes de controle de
insetos vetores de doencas (RAMIREZ et al., 2012; HAN et al., 2014).

Sendo assim, ha interesse pela busca de linhagens bacterianas com a presenca de genes
no genoma que expressem enzimas quitinoliticas, com potencial bioinseticida, visto que ainda
existe uma lacuna de conhecimentos sobre os Bacillus e suas atividades bioldgicas. Neste
contexto, a regido Amazonica, habitat de uma vasta biodiversidade e considerada a maior
reserva bioldgica do mundo, representa um campo a ser explorado, objetivando a descoberta
de microrganismos com potencial para a sintese de biomoléculas com aplicacGes
biotecnologicas (ACHARYA & CHAUDHARY, 2012; OLIVEIRA et al., 2017). Neste
sentido, é imprescindivel a obtencdo de conhecimentos dos recursos genéticos da microbiota
amazonica, por meio das técnicas de biologia molecular para fins biotecnoldgicos
(OLIVEIRA et al., 2017).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762).

O mosquito Ae. aegytpi é objeto de pesquisa no mundo todo. A importancia
epidemioldgica como principal vetor de diferentes arboviroses, aléem da facilidade de
manutencdo em condicdes de laboratdrio, sdo fatores que contribuem para estimular estes
estudos (FORATTINI, 2002; LIMA-CAMARA, 2016). A ocorréncia deste vetor foi descrita
no ano de 1762 por Linnaeus no Egito, com a presenca nos tropicos e subtrépicos, no
continente Americano, no sudeste da Asia e na india (CHRISTOPHERS, 1960; KRAEMER
et al., 2015). Trata-se de uma espécie de origem africana, considerada a de maior importancia
epidemioldgica na América Latina (FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016). Os primeiros
registros da presenca desta espécie no territorio brasileiro datam de meados do século XVIII,
época em que era feito o comércio de negros africanos como escravos (FORATTINI, 2002;
MONTEIRO et al., 2014).

A espécie tem distribuicdo mundial, com presenca principalmente em aréas tropicas e
subtropicais. No Brasil foi registrada a presenca em todos os 26 estados da Federagédo, no
Distrito Federal e na maioria dos municipios brasileiros (KRAEMER et al., 2015). No estado
do Amazonas, foi detectado no ano de 1996, sendo entdo distribuido em diversos municipios
(PINHEIRO & TADEI, 2002). A dispersdao geografica das populacGes encontra-se
relacionada a diversos fatores, como as condi¢des ambientais, habito alimentar endofilico e
antropofilico, facilidades de reproducdo, inexisténcia de saneamento basico em determinadas
regides e a capacidade de resisténcia dos ovos a dessecacdo (FORATTINI, 2002; SOARES-
PINHEIRO et al., 2017).

O ciclo de vida deste mosquito € holometabolo composto pela fase de ovo, larva, pupa
e adulto (figural). Os ovos apresentam contorno alongado e fusiforme, em condicdes
favoraveis de umidade e temperatura, completam o desenvolvimento embrionario ap6s 48
horas depois da postura. Os instares larvais (L1, L2, L3 e L4) correspondem ao periodo de
alimentacdo e crescimento, e o tempo de duracdo € dependente de véarios fatores como a
temperatura, disponibilidade de alimento orgénico e densidade larvaria nos criadouros.
Posteriormente, as larvas entram em estagio de pupa, durante o qual ndo se alimentam e
realizam a metamorfose para a fase adulta. O mosquito adulto representa a fase alada e
reprodutiva do vetor, com o tempo médio de vida de aproximadamente 30 dias (FORATTINI,
2002; KRAEMER et al., 2015).
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Adulto Larvas

Pupa

Figura 1: Ciclo de vida holometabolo de Ae. aegypti. FIOCRUZ (2014).

Os mosquitos adultos apresentam coloragdo escura, com escamas brancas nas bases
dos segmentos tarsais. Os machos se diferenciam das fémeas por possuirem antenas
plumosas, palpos mais alongados e ndo realizam hematofagia. Porém, ambos o0s sexos
alimentam-se de néctar obtidos de vegetais, seiva e outras fontes de carboidratos
(FORATTINI, 2002; POWELL & TABACHNICK, 2013). Ap6s a copula, a fémea realiza
inimeras posturas, devido a capacidade de armazenar espermatozoides na espermateca. Estas
sdo hematofagas, pois, necessitam alimentar-se de sangue, preferencialmente de humanos,
para a obtencdo das proteinas necessarias ao desenvolvimento do ciclo gonadotréfico. Dessa
forma, ao completar este ciclo, esta apta para a oviposicdo, que é realizada ap6s cada repasto
sanguineo. Apds o desenvolvimento embrionario, em condicdes desfavoraveis a eclosdo das
larvas, 0s ovos entram em diapausa embrionaria e podem permanecer viaveis a eclosdo no
meio ambiente por cerca de um ano (SILVA & SILVA, 1999; POWELL & TABACHNICK,
2013). Esta resisténcia € um dos principais obstaculos para o controle, pois possibilita a
dispersdo passiva da espécie, enquanto que, a dispersao ativa dos adultos é reduzida, devido a
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autonomia de voo de aproximadamente 200 metros (FORATTINI, 2002; SIMMONS et al.,
2012).

Na fase adulta, a fémea infectada, tem capacidade de transmitir ao homem, por meio
da picada, multiplos patdgenos causadores de doencas, como a dengue, febre amarela urbana,
zika, chikungunya, febre do Nilo, etc (FORATTINI 2002; LIMA-CAMARA, 2016). A
dengue cujo agente etiologico € um virus da familia Flaviviridae, é atualmente uma das
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo (SOO et al., 2016; BRASIL, 2018).
Esta arbovirose pode ser causada por cinco sorotipos, que diferem quanto ao comprimento
gendmico viral: DENV1, DENV2, DENV3, DENV4 e DENVS5, sendo que no Brasil, desde a
sua identificacdo em 1846, ainda ndo houve relatos de casos com o sorotipo DENV5 (SOO et
al., 2016).

Outra doenca transmitida por este vetor é a febre zika, ocasionada pelo virus ZIKV da
familia Flaviviridae, que também pode ser transmitido por meio do ato sexual e in Utero
(GANGULI et al., 2017). Esta doenga se manifestou no Brasil no ano de 2015, com relatos de
casos graves, ocasionando anormalidades fetais (microcefalia) e disturbios neuroldgicos em
recém-nascidos de mdes que apresentaram sintomas da infeccdo, no decorrer da gravidez
(VALERIO et al., 2016). Além disso, h&d um consenso que o zika virus esta relacionado com a
sindrome de Guillain-Barré (CARDENAS et al., 2017; WHO, 2017).

Em relacdo a chikungunya, esta arbovirose é ocasionada por um virus da familia
Alphavirus, que surgiu nas Américas no ano de 2013 (BURT et al., 2014; KANTOR, 2016).
A regido nordeste foi a que mais apresentou casos provaveis no ano de 2017 (BRASIL, 2018).
Considerando estas arboviroses, de acordo com o Ministério da Salde, até a 19* semana
epidemioldgica do ano de 2018, foram registrados no Brasil 98 casos de dengue grave, 1.124
casos de dengue com sinais de alarme e 50 6bitos; 22.255 casos de febre de chikungunya e 4
Obitos; 1.295 febre pelo virus Zika e 1 6bito (MS, 2018).

O fato de ainda néo existir vacina eficaz contra estes virus, tem permitido a expansao
para diferentes localidades (BRASIL, 2017). Assim, a principal estratégia de prevencédo e
controle dessas arboviroses tem como alvo, o combate ao vetor, por meio do uso de
inseticidas quimicos convencionais, além de campanhas de conscientizagcdo da populacéo,
visando a destruicdo de criadouros e o bloqueio de sua reproducdo (TAUIL, 2002; ARAUJO
et al., 2015). Por esta razdo, a implementacdo de medidas alternativas sdo necessarias para o
controle deste vetor, principalmente as que ndo causem danos ao ser humano e ao meio
ambiente (TADEI et al., 2017)..
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2.2 Controle de Ae. aegypti

O controle da densidade populacional do vetor Ae. aegypti, consiste na aplicacdo de
inseticidas quimicos sintéticos, contendo ingredientes ativos, como o0s organoclorados,
organofosfatos, carbamatos e piretroides (PINHEIRO & TADEI 2002; QUIMBAYO et al.,
2014). Porém, 0 uso excessivo desses compostos, resulta em diversos fatores negativos,
dentre estes, a intoxicagé@o de seres humanos e o desenvolvimento de resisténcia (MAESTRE,
2014; MOYES et al., 2017). Os mecanismos de resisténcia a quatro classes de inseticidas
quimicos sintéticos como os carbamatos, organoclorados, organofosforados e piretroides,
foram detectados em populagcdes de Ae. Aegypti presentes em trés continentes, nas quais
ocasionaram mutagdes em sitios alvos dos inseticidas, também conhecidas como resisténcia
target site e mutagdes do tipo Kdr “knock-down resistance” (CARVALHO & SILVA 1999;
ZARA etal., 2016; MOYES et al., 2017).

Diante deste cenario, ha necessidade de obtencdo de métodos alternativos ecoldgicos e
com menor possibilidade de desenvolvimento de resisténcia, para o controle populacional
deste vetor (MOYES et al., 2017). Neste contexto, os agentes de controle bioldgico, podem
ser uma alternativa viavel para a manutencao de baixos niveis populacionais de Ae. aegypti,
ocasionando dessa forma, a reducdo do uso de pesticidas quimicos sintéticos (ALVES, 1998;
GUO et al.,, 2015). A utilizacdo deste método de controle vetorial apresenta inlimeras
vantagens, em relacdo aos inseticidas quimicos convencionais, como por exemplo, a
capacidade de interacdo de forma especifica com o inseto alvo, menor chance do
desenvolvimento de resisténcia pelo inseto, além de ndo ocasionar danos negativos aos
ecossistemas (ALVES, 1998; CORBEL et al., 2017). Sendo assim, a insercdo de medidas de
controle bioldgico, pode ser uma ferramenta fundamental para utilizacdo nas acbes de
combate a manutencédo de niveis populacionais desejaveis de Ae. Aegypti (TADEI et al.,1998,
2010, 2017).

O controle biolégico pode ser definido como métodos que tem como objetivo, a
reducdo da densidade populacional de um determinado organismo, por meio de outra
populagéo que apresenta capacidade de agdo nesse sentido (ALVES, 1998; MOYES et al.,
2017). De acordo com a maneira de ocorréncia de determinados mecanismos de agdo, 0S
inimigos naturais podem ser considerados como predadores ou parasitas. Estes também s&o
relacionados como microparasitismo ou macroparasitismo, pelo fato destes agentes se
reproduzirem ou ndo no organismo hospedeiro (ALVES, 1998; FORATTINI, 2002).
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Considerando os mecanismos de acdo bioldgica, estas medidas de controle sdo
classificadas em quatro tipos: 1- Controle biologico classico, que envolve o uso de inimigos
naturais; 2- Manipulacdo genética- técnica com capacidade de interferir na reproducdo do
inseto; 3- Modificadores de comportamentos da praga- exploram condutas especificas de
forma a confundi-las ou altera-las, conseguindo assim o seu controle; 4- Controle microbiano-
utiliza microrganismos capazes de causar doengas ou de prevenir o estabelecimento de
microrganismos patogénicos (ALVES, 1998; PARRA et al., 2002). Dentre os microrganismos
utilizados, destacam-se as bactérias e os fungos entomopatogénicos. No grupo dos
procariotos, encontram-se duas espécies mais estudadas e utilizadas, B. thuringiensis
israelensis (Bti) e B. sphaericus, as quais sintetizam uma diversidade de biomoléculas com
propriedades eficazes contra larvas de insetos de diversas ordens. Ambas sintetizam
endotoxinas proteicas, que ao serem ingeridas pelos mosquitos na fase larval, destroem o
epitélio do intestino médio, ocasionando a morte (BRAVO et al., 2011; BEN-DOV, 2014).

O controle populacional de Ae. aegypti, € um importante desafio na satde publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento. Diante de um quadro grave e preocupante em
relacdo as arboviroses, delineado pela expansdo destes virus em todo o mundo, torna-se
imprescindivel, a adocdo de estratégias especificas, com maiores investimentos em métodos
adequados, que fornecam sustentabilidade as acdes estabelecidas pelas redes de vigilancia
(FORATTINI, 2002; MS, 2017). Com os avancos das técnicas de biologia molecular, vérias
estratégias para o controle de mosquitos adultos estdo em fase de desenvolvimento e
aprimoramento (ZARA et al., 2016; MACIAS et al., 2017). Dentre estas, as técnicas de
manipulacdo genética, como por exemplo, sterile insect technique, e a utilizacdo de fémeas de
Ae. aegypti infestadas com a bacteria Wolbachia sp., que mostrou capacidade de bloquear a
infeccdo dos mosquitos pelos patégenos, estdo sendo estudadas (ALPHEY et al., 2010;
MACIAS et al., 2017).

2.3 Biodiversidade Amazonica

A utilizagdo de medidas de controle vetorial que ndo ocasionem danos ao homem e ao
meio ambiente é de extrema importancia. Estes fatores sdo pré-requisitos no desenvolvimento
de bioprodutos, e para isto, tem se buscado na diversidade bioldgica, biomoléculas que
possam ser utilizadas como agentes de controle (SINGH et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2017). O Brasil é considerado detentor da maior diversidade biologica do planeta, com cerca

de 20% da biodiversidade mundial, fator este, de grande importancia para a obtencdo de
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biomoléculas para fins biotecnologicos (MORAIS et al., 2014). Considerando a
biodiversidade da regido Amazbénica, a maior reserva biolégica do mundo, ainda h4 pouco
conhecimento acerca das espéecies que a compdem e, consequentemente, de suas biomoléculas
sintetizadas, que podem representar uma fonte promissora de bioprodutos (SOUSA et al.,
2017).

A obtengdo de conhecimentos dessa biodiversidade é de extrema importancia, visto
que, os organismos podem apresentar conteudos geneticos e fungdes diversificadas nos
ecossistemas. Desse modo, o desenvovimento de pesquisas nestes habitats podera contribuir
para o conhecimento da biodiversidade, além de permitirem a descoberta de novos produtos
de interesse biotecnologico (ARAUJO et al., 2007; PEREIRA et al., 2017). Considerando a
variabilidade de microrganismos com perfis genéticos e caracteristicas metabolicas diferentes,
estes despertam interesses biotecnoldgicos, devido a capacidade de sintese de proteinas e
outros metabolitos com aplicagBes em diversos setores, como por exemplo, na agricultura,
indUstria farmacéutica, etc (CONTI et al., 2012; MORAIS et al., 2014).

2.3.1 Bactérias do género Bacillus spp.

Considerando as linhagens de bactérias pertencentes ao género Bacillus, Filo
Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem Bacillales e Familia Bacillaceae, constituem um extenso
grupo taxonébmico que apresentam caracteristicas fenotipicas e genotipicas diversificadas
(MADIGAN et al., 2010; VILLA-LOBOS et al., 2018). Membros deste género sdo nocivas,
indcuas e benéficas a salde humana. A capacidade de sintese de enddsporos e a diversidade
fisiologica das formas vegetativas sdo fatores, que fazem com que estes microrganismos
sejam considerados ubiquos (BRAVO et al., 2011; SOARES-DA-SILVA et al., 2017). Dessa
forma, podem ser isoladas de uma diversidade de substratos e habitats, tanto em ecossistemas
aquaticos como em terrestres, sendo que o solo é o principal substrato, uma vez que a maioria
das especies sdo saprofitas, e utilizam as diversas matérias organicas presentes no solo
(BRAVO et al., 1998; SOARES-DA-SILVA et al., 2015).

De acordo com os processos fisioldgicos, as espécies do género Bacillus podem ser
aerobicas ou anaerobicas facultativas. Dessa forma, utilizam varios substratos tanto na forma
organica quanto inorganica (BRAVO et al.,, 2011; GLAZER & FILHO, 2016). Na fase
vegetativa em condigdes desfavoraveis, desenvolvem um ciclo de esporulagdo tipico de
Bacillus e géneros mais proximos, no qual sdo produzidos esporos com auséncia de atividade

metabolica, representando uma fase altamente resistente contra as condi¢cdes ambientais
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adversas (ALVES, 1998; POLANCZYK & ALVES, 2003). A formacdo de enddsporos
resistentes ao calor e & dessecagdo é uma caracteristica importante, para a formulacéo de
produtos biotecnologicos (CALS, 2016). O enddsporo pode permanecer viavel no ambiente
até que as condicbes se tornem favoraveis para iniciar 0s processos metabdlicos e,
consequentemente, originar uma célula vegetativa (TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011;
CALS, 2016).

No grupo dos B. cereus, que compreendem espécies com alta similaridade genética,
encontram-se sete espécies: B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. weihenstephanensis e B. cytotoxicus (LECHNER et al.,, 1998;
GUINEBRETIERE et al., 2013; XU et al.,, 2014). Dentre estas espécies, duas sao
consideradas de maior importancia médica: B. cereus e B. anthracis apresentam grande
impacto como agentes patogénicos em seres humanos, enquanto que B. thuringiensis é
utilizada no controle bioldgico de insetos (VILAS-BOAS et al., 2007; LIU et al., 2016). As
celulas de B. thuringiensis, sintetizam inclusbes cristalinas proteicas, que apresentam
atividade entomopatogénica, em uma diversidade de insetos pertencentes a varias ordens,
como por exemplo, Lepidoptera, Diptera, Coledptera, Hymenoptera (SCHNEPF et al., 1998;
POLANCZYK & ALVES, 2003; BADRAN et al., 2016). Estas proteinas denominadas delta-
endotoxinas CRY (Crystal) com massa molecular entre 40 a 140 kDa e as toxinas CYT
(Citoliticas) com 27 a 30 kDa, sdo codificadas pelos genes Cry e Cyt, que geralmente
encontram-se localizados em plasmideos, e em menor frequéncia, no cromossomo bacteriano
(SCHNEPF et al., 1998; ELLEUCH et al., 2015).

Além disso, uma das caracteristicas importantes dos membros deste género é a sintese
de lipopeptideos, incluindo peptideos ciclicos ndo ribossdmicos (VILLA-LOBOS et al.,
2018). Estes metabolitos apresentam potencial promissor para uso no controle bioldgico, pois,
sdo capazes de inibir o crescimento de microrganismos fitopatogénicos, como por exemplo,
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, F. solani, etc (ZHANG et al., 2016). Os
lipopeptideos (LPs) consistem estruturalmente de um peptideo ciclico unido a uma cadeia de
B-hidroxi ou PB-amino &cidos graxos. De acordo com as sequéncias de aminodcidos e
comprimento do &cido graxo, estes sdo classificados em trés familias diferentes: iturinas,
fengicinas e surfactinas (ONGENA & JAQUES, 2008; FALARDEAU et al., 2013). Essas
biomoléculas sdo sintetizadas por complexos multienzimaticos, conhecidos como peptideos
sintetase ndo ribossdmico (NRPS), as quais sdo independentes do RNA mensageiro
(CHOWDHURY et al., 2015).
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Bacteérias deste género sdo também conhecidas como produtoras de uma diversidade de
enzimas liticas extracelulares, como por exemplo, a celulase, glucanase, amilase, proteinase e
quitinase, as quais apresentam diversas aplicacdes biotecnologicas (ACHARYA &
CHAUDHARY, 2012; VILLA-LOBOS et al; 2018). Estas enzimas sdo utilizadas em varios
processos biologicos, por exemplo, as quitinases e B-glucanases sdo responsaveis pela
degradacdo dos principais polissacarideos que compdem a parede celular dos fungos, pela
hidrolise de suas ligagdes glicosidicas (ACHARYA & CHAUDHARY, 2012; SHAFI et al.,
2017). Sendo assim, o isolamento de espécies de Bacillus que apresentem no genoma, genes
codificadores de enzimas com novas propriedades bioldgicas, é de extrema relevancia para a
comunidade cientifica, visto que, estes microrganismos apresentam facilidade de producdo em
larga escala industrial (POLANCZYK & ALVES, 2003; PERALTA & PALMA, 2017).

2.4 Enzimas

Enzimas sdo moléculas organicas sintetizadas pelas células e apresentam mecanismo
de acdo catalisador de reacdes quimicas. Estas moléculas possuem alta especificidade em
relacdo ao substrato e devido a isso, executam diversas transformagdes de maneira seletiva e
rapida (ZHANG et al., 2016). No entanto, demonstram sensibilidade a diversos fatores, tendo
essa eficiéncia afetada por condi¢Ges quimicas ou fisicas. Dessa forma, podem ocorrer
alteracdes no mecanismo de acdo enzimatico (PELCZAR et al.,2012 ).

De acordo com o tipo geral de reacdo gque catalisam, as enzimas sdo classificadas em
seis classes principais - oxido-redutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases.
Dentre estas classes, as hidroliticas sdo responsaveis pela catalise de reacbes de hidrolise de
diversos substratos e sdo sintetizadas, em grande variedade, pelos microrganismos como
fungos e bactérias (ISLAM & DATTA, 2015). A obtengdo de microrganismos, produtores de
protease, amilase, celulase e quitinase, sdo importantes, pois, estas sdo utilizadas em diversas
aplicagdes biotecnologicas, visto que se busca detectar enzimas com maior eficacia e
adequada as condi¢fes quimicas destes processos (ESPOSITO &AZEVEDO, 2004; ZHANG
etal., 2016).

Diante deste contexto, as enzimas sintetizadas pelos microrganismos despertam o
interesse das pesquisas, devido a biocatalise e outras caracteristicas dos produtores, como, por
exemplo, rapido desenvolvimento em meio de cultura, alta quantidade de produto em menor
tempo, possibilidade de producdo em larga escala, producdo independente de fatores sazonais

e além das possibilidades de manipulacfes genéticas para melhor produtividade (SOARES et
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al., 2012; LUZ et al., 2016). As enzimas fitase, celulase, amilase e quitinase, para a utilizagéo
em processos industriais, podem ser sintetizadas por microrganismos como Aspergillus niger,
Bacillus sp., B. subtilis, B. thuringiensis, etc. As quitinases possuem as suas aplicacoes,

devido a capacidade de hidrélise do polimero quitina (SINGH et al., 2016).

2.4.1 Enzimas Quitinases

As quitinases (EC 3.2.1.14) sdo enzimas hidroliticas sintetizadas por uma diversidade
de seres vivos, tanto eucariotos como procariotos (GUAN et al., 2009; ISLAM & DATTA,
2015). Estas moléculas apresentam tamanhos variados de 20 kDa a 90 kDa, s&o membros da
familia das glicosil hidrolases, que catalisam a hidrdlise das ligagdes p-1,4 entre as unidades
de N-acetilglicosaminas, constituintes da quitina (HAMID et al., 2013). Estas biomoléculas
foram detectadas em organismos que contém quitina no exoesqueleto ou na parede celular
como, por exemplo, insetos, crustaceos, fungos, e também em organismos que ndo contém
quitina, como bactérias, plantas superiores e vertebrados (NURDEBYANDARU et al., 2010;
USHARANI & GOWDA, 2011). A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante e
renovavel no meio ambiente. E funcionalmente e estruturalmente idéntico & celulose e
dependendo da disposicao de suas cadeias, apresentam trés diferentes estruturas polimérficas:
a-quitina, B-quitina e y-quitina (figura 3) (FREDERIKSEN et al., 2013). A funcdo deste
hidrato de carbono estrutural é proporcionar a rigidez ao exoesqueleto e uma barreira fisica
contra 0s microrganismos invasores. Esta importancia primordial da quitina, em diferentes
funcdes bioldgicas das espécies de pragas agricolas e insetos vetores de doencas tropicais
fazem dela um alvo das pesquisas (SUBBANNA et al., 2018).
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Figura 2: Estrutura molecular da quitina. Fonte: (BOLDO et al., 2009).
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Figura 3: Estruturas polimérficas da molécula de quitina.

A a-quitina é composta por cadeias poliméricas de N-acetilglicosaminas dispostas de
forma antiparalela. Enquanto que a B-quitina € composta por cadeias poliméricas de N-
acetilglicosaminas dispostas paralelamente. Ja a y-quitina é composta de cadeias poliméricas
de N-acetilglicosaminas paralelas intercaladas por uma cadeia antiparalela (BOLDO et al.,
2009).

2.4.2 Classificacdo e funcdes das quitinases

De acordo com a acgao enzimatica de hidrolise das ligagdes glicosidicas B-1,4 entre as
unidades de N-acetilglicosaminas constituintes da quitina, as quitinases séo classificadas em
duas classes principais: endoquitinases e exoquitinases (figura 4) (LIU & KOKARE, 2017). A
primeira hidrolisa as liga¢cdes B-1,4 em sitios aleatorios no interior do polimero, liberando
dessa forma, quitooligossacarideos como, por exemplo, quitotetraose e quitotriose. Ja as
exoquitinases sao classificadas em duas subcategorias: quitobiosidases que clivam o polimero
na extremidade n&o redutora, liberando diacetilquitobiose e a 1-4-B-glucosaminidases que
clivam os produtos gerados pela acdo das endoquitinases e quitobiosidases, resultando em
monomeros de N-Acetilglicosaminas. Existem também as endo-exoquitinases que apresentam
0s dois mecanismos de a¢do (DUO CHUAN, 2006; HAMID et al., 2013).
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Figura 4: Principais classes das quitinases (LIU &KOKARE, 2017).

De acordo com as diferencas das sequéncias de aminoacidos da cadeia e dos dominios
de mecanismos cataliticos, as quitinases sdo agrupadas em diferentes familias das glicosil
hidrolases (GH), como por exemplo, GH18, GH19 e GH20 (HENRISSAT, BAIROCH, 1993;
LOMBARD et al., 2014). As quitinases bacterianas pertencem a familia GH18 e sdo
separadas em trés subfamilias principais, A, B e C (LI & GREENE, 2010; ADRANGI &
FARAMARZI, 2013). As quitinases da familia GH 19 sdo sintetizadas principalmente pelos
vegetais, embora também sejam detectadas em procariotos (SEIL et al., 2005; PRAKASH et
al., 2010). As enzimas pertencentes a esta familia, possuem dominios cataliticos a-hélices que
ocasionam mudancas na conformacdo anomérica do substrato, envolvendo uma substituicdo
nucledfilica pela molécula de agua. Além disso, apresentam dois residuos cataliticos com
grupos carboxilicos, que ativam a molécula de &gua e protona o oxigénio da ligacdo
glicosidica. Este mecanismo é de inversdo e o0s produtos siao o-anomeros (ARAKANE
&MUTHUKRISHNAN, 2010; TANAKA et al., 2017). J& as enzimas da familia GH18
possuem dominios formados por oito a-hélices e oito folhas-p. A reagdo de catalise retém a
configuracdo anomeérica do substrato, ocorrendo um mecanismo de deslocamento duplo que
resulta em quitooligossacarideos com configuragdo p-anomérica (HUANG et al., 2012; ITOH
etal., 2013).

De acordo com a fisiologia e a necessidade do organismo produtor de quitinases, estas
enzimas apresentam diversas funcGes biologicas, como na morfogénese, ciclagem de
nutrientes e no mecanismo de defesa (DAHIYA et al., 2006; HAMID et al., 2013). Em
plantas, estdo presentes nos caules, sementes, flores e tubérculos e s@o expressas em resposta

a diversos fatores como, por exemplo, estresse ambiental, resisténcia a pressdo osmotica,
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defesa contra patdgenos e a processos fisiologicos vitais, como a embriogénese e sintese de
etileno (FUKAMIZO et al., 2003; ISLAM & DATTA, 2015). Além disso, as quitinases dos
vegetais inibem o crescimento dos microrganismos fitopatogenos, devido a atuacdo em
sinergismo com outras enzimas como a 3-1,3-glucanases (ISLAM & DATTA, 2015).

As quitinases sintetizadas pelos insetos séo expressas principalmente no tegumento e
no intestino, onde desempenham papéis essenciais no desenvolvimento pos-embrionério, pois,
degradam a quitina durante o processo de ecdise. Neste processo, as endoquitinases dividem
aleatériamente a cuticula em quitooligossacarideos, os quais sdo posteriormente hidrolizados
pelas exoenzimas em N-acetilglucosaminas (LI et al., 2015). Dessa forma, este monémero é
reutilizado na sintese de uma nova cuticula. Além disso, estas enzimas participam de
processos imunoldgicos na hemolinfa e nos sistemas traqueal e reprodutivo ou na digestdo de
alimentos constituidos de quitina (ZHU et al., 2016).

Nos vertebrados, as enzimas quitinoliticas foram descritas em diversos organismos,
sendo encontradas em tecidos e 6rgdos como, por exemplo, o trato digestivo, no qual
participam do metabolismo de carboidratos (HAMID et al., 2013). A sintese destas enzimas
foi também descrita em seres humanos, apesar de ndo haver a producdo de quitina por esses
organismos, ha genes codificadores de quitinases que degradam este polissacarideo, seja ele
oriundo da ingestdo ou inalagdo, tais como conidios de fungos. Desta maneira, desenvolvem
importantes fungdes nos mecanismos de defesa (PATIL et al., 2000; BUSSINK et al., 2007).

Nos fungos, as quitinases sdo produzidas para multiplas funcgdes fisioldgicas na
nutricdo, parasitismo, morfogénese e nos processos de crescimento dos fungos como, por
exemplo, autodlise, germinacdo de esporos, separacao de células, desenvolvimento de micélios,
ramificagdes e hifas (HAMID et al., 2013; ISLAM & DATTA, 2015). Do mesmo modo que
os fungos e invertebrados, os protozoarios sintetizam quitinases durante o processo de
morfogénese (SAHAIKH & DESHPANDE, 1993).

Em relacdo aos procariotos, muitas especies secretam quitinases na degradacdo da
quitina, para a obtengé@o de energia em condigdes aerobicas e anaerdbicas, e sdo encontradas
em uma diversidade de habitats (VAAJE-KOLSTAD et al., 2013). Em ambientes marinhos,
as bactérias produzem quitinases para a utilizacdo no ciclo de nutrientes da quitina, derivadas
de artropodes e outras fontes (SOUZA et al., 2011). No solo e na rizosfera sdo utilizadas na
degradacéo da quitina de insetos e fungos para a obtencdo de carbono e nitrogénio (ANITHA
& RABEETH, 2010). Considerando as diferentes fungdes, estas enzimas, sdo essenciais para
a maioria como fonte nutricional ou no mecanismo de defesa contra outros microrganismos
(BHATTACHARYA et al., 2007).
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Devido a complexidade molecular, insolubilidade, tamanho e composi¢do heterogénea
da quitina, detalnes do mecanismo de acdo e subsequente metabolismo dos produtos de
degradacédo das quitinases, ainda permanecem por serem elucidados (ITOH et al., 2013). No
entanto, foi descrito que apresentam mecanismos de acdo com potencial no processo de
inibicdo do crescimento de fungos patogénicos, por meio da degradacdo da quitina das
paredes celulares. Além disso, podem favorecer o aumento da efetividade da agdo larvicida
das proteinas inseticidas de B. thuringiensis (SURYANTO et al., 2011; PATIL & JADHAYV,
2015).

Neste sentido, as enzimas quitinoliticas bacterianas, ap6s a ingestdo pelas larvas dos
insetos, ocasionam a degradacdo da membrana peritrofica que separa o epitélio do intestino
médio do IGmen intestinal, cujo principal componente é a quitina (PARDO-LOPEZ et al.,
2009; DJENANE et al., 2017). Esta membrana € constituida de uma rede de quitina
incorporada em uma matriz de proteinas e carboidratos, proporcionando uma barreira fisica
contra danos e invasdo de microrganismos (REGEV et al., 1996; CAROZZI & KOZIEL,
2005; PATIL & JADHAYV, 2015). Alguns estudos relataram danos causados pela acdo das
quitinases na membrana peritrofica, tornando-a uma barreira menos efetiva (WIWAT et al.,
2000; OTSU et al., 2003). Brandt et al., (1978) observaram que a membrana peritrofica de
Orgyia pseudotsugata foi degradada pela endoquitinase ChiAll de Serratia marcenses e
posteriormente, REGEV et al., (1996) também observaram este mecanismo em Spodoptera
littoralis. Estes danos ocasionados a membrana peritréfica de insetos, podem resultar na
diminuicdo significativa na alimentacdo e na eficiéncia da digestdo, diminuicdo da utilizacdo
de nutrientes e reducdo de crescimento (OTSU et al., 2003; TERRA & FERREIRA, 2005).

A acessibilidade de toxinas ao epitélio do intestino médio dos insetos pode ser restrita
pela matriz peritrofica. No entanto, a alta quantidade de quitinases no intestino médio das
larvas é capaz de alterar a integridade das membranas peritroficas e com isso facilitar o
contato entre as toxinas e as proteinas receptoras nas membranas epiteliais. Este efeito,
consequentemente aumenta o potencial larvicida das toxinas (DRIS et al.,, 2010).
Considerando este mecanismo, as quitinases foram utilizadas em combinag¢6es com os cristais
de delta endotoxinas, sintetizados por B. thuringiensis, e foi observado que proporcionou
aumento do efeito larvicida JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2015).



29

2.4.3 Aplicac0es biotecnologicas das quitinases

As quitinases sdo de extrema importancia, devido a diversidade existente na natureza e
pelos mecanismos de hidrolise da quitina, que resulta na sintese de mondmeros. Estas
biomoléculas podem ser utilizadas em uma diversidade de aplica¢des biotecnolégicas em
diferentes areas, como, agricultura, medicina, controle bioldgico e inddstria farmacéutica
(RAMPINO et al., 2013; PATIL, JADHAV, 2015). Neste contexto, a quitina € considerada
como uma molécula alvo das pesquisas, objetivando a utilizacdo pelos agentes bioldgicos
produtores de quitinases, inibidores da sintese de quitina ou microrganismos antagonistas
(SUBBANNA et al., 2018).

A utilizacdo das quitinases na agricultura, por meio do desenvolvimento de
bioinseticidas e plantas transgénicas, resistentes ao ataque de fungos fitopatogénicos, € uma
das principais aplicacdes (SURYANTO et al., 2011). H& também consideravel interesse no
potencial biotecnoldgico de oligossacarideos biologicamente ativos, dentres estes, destacam-
se 0s quitooligossacarideos (HAMID et al., 2013; KIDIBULE et al., 2018). Estes compostos
atuam como elicitores de defesa de plantas, na sinalizacdo para a formacdo de nodulos
radiculares, além disso, apresentam potencial promissor para uso na medicina, como por
exemplo, N-acetil chitohexaose (GICNAc) e N-acetil chitoheptaose (GICNAc);, 0s quais
apresentam atividade antitumoral (CHEN et al., 2010; KIDIBULE et al., 2018).

Estas enzimas apresentam também potencial promissor no desenvolvimento de
agentes modificados e novas estratégias para o controle biologico de insetos pragas e vetores
de doencas (SUBBANNA et al., 2018). Outro campo de aplicacdo destas enzimas & no
desenvolvimento de métodos de bioconversdo de residuos contendo quitina, como por
exemplo, cascas de camaréo e conchas de mariscos, para a obtencéo de quitosana e derivados
(LIU & KOKARE, 2017). O monémero da quitina N-acetilglucosamina é utilizado na sintese
de intermediarios quimicos, farmacéuticos e em produtos alimentares como, adogantes e
fatores de crescimento. Além disso, cremes e lo¢des antiflngicas e solucdes oftalmoldgicas
também podem ser oriundas das quitinases (DAHIYA et al., 2006). Embora existam
restricbes imunoldgicas a serem analisadas, hd também evidéncias que estas enzimas podem
ser utilizadas, como agentes terapéuticos no combate a infecgdes fungicas.

Diante deste contexto, é possivel observar o universo de processos biotecnolégicos
nos quais as quitinases podem ser utilizadas. Sendo assim, o isolamento, obtengéo e
caracterizagdo destas enzimas, sdo fatores atraentes do ponto de vista biotecnolégico (LIU &

KOKARE, 2017). No entanto, o sucesso do uso das quitinases nas diferentes aplicagdes
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biotecnoldgicas, depende da fonte de producdo. Neste sentido, a maioria dos processos
industriais utiliza como fonte a biodiversidade microbiana natural ou linhagens microbianas
geneticamente modificadas que sintetizam quitinases em grande escala, visando a obtencdo de
quantidades eficientes (LIU & KOKARE, 2017).

Apesar das possibilidades de aplicacbes destas enzimas, ainda h& pouco
conhecimento dos mecanismos de a¢do, o que enfatiza a necessidade de compreensdo da
bioquimica, pois, isto é de extrema importancia para torna-los utéis em uma diversidade de
processos biotecnologicos (HAMID et al. 2013; KIDIBULE et al., 2018). Considerando a
importancia da obtencdo de conhecimentos sobre as quitinases, diversas sequéncias de genes
codificadores destas enzimas, foram caracterizadas e depositadas no banco de dados do NCBI
(The National Center for Biotechnology Information (MATSUO et al.,, 1999; VAAIJE-
KOLSTAD et al., 2013) .
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v Selecionar linhagens de Bacillus spp., isoladas de diferentes ambientes Amazénicos,
com potencial para producdo de quitinases, visando o controle de populacgdes de Ae.
aegypti.

3.2 Especificos

v’ Caracterizar por métodos fenotipicos e moleculares linhagens de Bacillus spp.,
isoladas de diferentes ambientes amazonicos.

v" Detectar por biologia molecular, linhagens de Bacillus spp., isoladas da Amaz6nia
brasileira, portadoras do gene Chi;

v' Avaliar a atividade larvicida de cada linhagem de Bacillus spp., por meio de
bioensaios seletivo e de dose.
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Resumo

O mosquito Aedes aegypti € um importante vetor na transmissdo dos virus dengue, febre
amarela urbana, zika e chikungunya. A principal ferramenta para o controle deste vetor s&o 0s
inseticidas quimicos convencionais, porém, 0 uso continuo provoca fatores negativos,
destacando-se a contaminagdo do meio ambiente e a selecdo de populagdes resistentes. Neste
sentido, o uso do controle bioldgico ¢ uma alternativa biotecnoldgica, principalmente os
bioinseticidas formulados a base de bactérias do género Bacillus. Considerando a diversidade
quimica e bioldgica dos Bacillus, podemos encontrar biomoléculas com atividade inseticida.
Além disso, sdo capazes de secretar enzimas hidroliticas, como por exemplo, as beta-
glucanases e as quitinases. Estas ultimas sdo importantes para o controle de diversas pragas
agricolas e vetores de doencas. Enzimas quitinoliticas, apos a ingestdo pelas larvas dos
insetos, ocasionam a degradacdo da membrana peritrofica que separa o epitélio do intestino
médio do limen intestinal, cujo principal componente é a quitina. Este mecanismo é um
requisito favoravel para uso nos programas de controle de vetores e pragas agricolas. Neste
estudo, foram utilizadas 124 linhagens bacterianas isoladas do solo, 4gua, planta e inseto de
diferentes localidades da Amazo6nia. Por meio de analises de métodos fenotipicos foram
identificados como bacilos, sendo 114 (91,4%) Gram positivos e 10 (8,6%) Gram negativos.
Pela amplificacdo e sequenciamento do gene 16S (rDNA), 33 linhagens foram identificadas,
sendo 27 membros do género Bacillus, 4 de Serratia, 1 de Paenibacillus e 1 de
Achromobacter. Na deteccdo molecular do gene Chi, seis (4,5%) linhagens - BTAM27LB,
103PHAISP2, BTAM138LB, BTAM18NA, K2NA e R11ISP2 apresentaram amplificacdo
positiva e dentre estas, duas foram identificadas - BTAM 27LB: Bacillus sp. e R11ISP2: B.
amyloliquefaciens. No bioensaio seletivo de 124 linhagens, 21 demonstraram atividade
larvicida em Aedes aegypti. Os bioensaios com 0s extratos metabdlicos, produzidos por estas
21 linhagens ativas cultivadas nos meios NA, LB e ISP2, demonstraram que sete
apresentaram patogenicidade nas células lisadas e apenas 3 no sobrenadante filtrado. Em outra
etapa, foram avaliados os extratos metabolicos produzidos por 9 linhagens ativas cultivadas
em meio com quitina, das quais apenas uma apresentou mortalidade, tanto no sobrenadante
quanto nas células lisadas, com valores correspondentes a 100%. Foi possivel observar a
correlagéo entre atividade larvicida com a presenca do gene Chi. Desta forma, as linhagens
selecionadas apresentaram potencial para o desenvolvimento de bioinseticidas microbianos.

Palavras-chave: Bioprospec¢do, Microbiota amazonica, Enzimas hidroliticas, Insetos vetores.



45

Abstract

The Aedes aegypti mosquito is an important vector in the transmission of dengue virus, urban
yellow fever, zika and chikungunya. The main tool for the control of this vector is
conventional chemical insecticides, however, continuous use causes negative factors,
especially environmental contamination and selection of resistant populations. In this sense,
the use of biological control is a biotechnological alternative, mainly bioinsecticides
formulated with bacteria of the genus Bacillus. Considering the chemical and biological
diversity of Bacillus, we can find a diversity of biomolecules with insecticidal activity. In
addition, they are capable of secreting hydrolytic enzymes, such as beta-glucanases and
chitinases. The latter are important for the control of various agricultural pests and vectors of
diseases. Chitinolytic enzymes, after ingestion by the larvae of the insect, cause degradation
of the peritrophic membrane that separates the epithelium from the middle intestine of the
intestinal lumen, whose main component is chitin. This mechanism is a favorable requirement
for use in vector control and agricultural pest programs. In this study, we used 124 bacterial
strains isolated from soil, water, plant and insect from different locations in the Amazon.
Phenotypic and molecular methods were identified as bacilli, with 114 (91.4%) Gram positive
and 10 (8.6%) Gram negative. By the amplification and sequencing of the 16S gene (rDNA),
33 lines were identified, being 27 members of the genus Bacillus, 4 of Serratia, 1 of
Paenibacillus and 1 of Achromobacter. In the molecular detection of the Chi gene, six
lineages (4.5%) - BTAM27LB, 103PHAISP2, BTAM138LB, BTAM18NA, K2NA and
R111SP2 showed positive amplification and two of them were identified - BTAM 27LB:
Bacillus sp. and R11ISP2: Bacillus amyloliquefaciens. In the selective bioassay of 124
lineages, 21 demonstrated larvicidal activity in Aedes aegypti. The bioassays with the
metabolic extracts produced by these 21 lines cultivated in NA, LB and ISP2 medium
demonstrated that seven presented pathogenicity in the lyophilized culture and only 3 in the
filtered supernatant. In another step, the metabolic extracts produced by 9 strains cultured in
chitin medium were evaluated, of which only one presented mortality, both in the supernatant
and in the lyophilized culture, with values corresponding to 100%. It is not possible to
observe the correlation between larvicidal activity and the presence of the Chi gene. In this
way, the selected strains presented potential for the development of microbial bioinsecticides.

Key words: Bioprospecting, Amazonian microbial, Hydrolytic enzymes, Insect vectors.

INTRODUCAO

Considerando os diferentes niveis organizacionais dos mosquitos, com Sseus
respectivos grupos taxondmicos, presentes nos diferentes ecossistemas contribuem
significativamente para a extensa biodiversidade no mundo todo (FORATTINI, 2002;
WRBU, 2018). Entretanto, a interacdo do ser humano com o meio ambiente de forma
inadequada, afeta o equilibrio dos ecossistemas e, consequentemente torna-o vulneravel a
doencas transmitidas por alguns mosquitos, como a malaria, febre amarela urbana, dengue,
filariose, dentre outras, cuja gravidade é variavel (GUBLER, 1998; CARDENAS et al., 2005;
WILKERSON et al., 2015; MS/SVS, 2017). Milhares de pessoas pelo mundo séo infectadas
e desenvolvem estas doengas, que causam grandes impactos negativos a saude publica e aos

setores econdmicos, em suas areas de ocorréncia (WHO, 2017).



46

Dentre as espécies de mosquitos do género Aedes, cujas fémeas infectadas por
arbovirus podem transmiti-los ao homem, por meio da picada, destaca-se o0 Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (FORATTINI, 2002; FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016). Esta espécie é a
mais importante como vetor dos quatro sorotipos circulantes no Brasil - DENV1, DENV2
DENV3 e DENV4, causadores da dengue, além de transmitir os arbovirus da febre amarela
urbana (YFV), chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV), este Ultimo reemergido no Brasil
(GUBLER, 1998; ZARA et al., 2016).

Apesar dos investimentos nas pesquisas com Vvacinas, campanhas educativas,
monitoramento e controle vetorial, ainda ndo ha um método eficaz para a erradicacdo destas
arboviroses, controle e monitoramento do vetor (BRASIL, 2017). A reducdo dos niveis
populacionais de Ae. aegypti ¢ um desafio para a salde puablica, devido aos inimeros
problemas que abrange esta acdo, dentre estes, 0 uso dos inseticidas quimicos, a principal
ferramenta de controle deste vetor (QUIMBAYO et al., 2014). Porém seu uso continuo
ocasiona diversos problemas como a poluicdo ambiental, danos aos organismos associados,
alto custo econémico e leva a selecdo de populacdes de mosquitos resistentes (TADEI, et al.,
1998; TADEI, et al., 2017).

Neste sentido, medidas de controle bioldégico podem ser uma alternativa, ao uso de
inseticidas quimicos sintéticos, para o controle de vetores de doencas tropicais, pelo fato de
utilizar recursos obtidos da natureza como as plantas, fungos e bactérias. Além disso, é de
facil acesso, baixo custo e apresentam atividades direcionadas para organismos alvo (ALVES
1998; GUO et al., 2015). Dentre os microrganismos utilizados no controle bioldgico,
destacam-se as bactérias do género Bacillus como, B. thuringiensis, B. subtilis, B.
amyloquenfaciens, B. pulmilus, etc. Considerando a diversidade quimica e bioldgica dos
Bacillus, os membros deste género sintetizam diversos metabolitos primarios e secundarios
com aplicagdes biotecnoldgicas, em Varios setores; na industria farmacéutica, alimenticia e
bioinseticidas, como por exemplo, as proteinas (CRY, VIP, CYT) com mecanismo de acéo
contra diferentes ordens de insetos: diptera, lepidoptera e coledptera (BRAVO et al., 2007;
ELLEUCH et al.,, 2015). Além disso, sintetizam diversas enzimas hidroliticas, como as
quitosanases, proteases, B-glucanases e as enzimas quitinases, estas ultimas sdo codificadas
pelo gene Chi (DJENANE et al., 2017).

As enzimas quitinoliticas sdo encontradas em uma diversidade de organismos
eucariotos e procariotos, apresentam tamanhos variados de 20 kDa a 90 kDa, com capacidade
de hidrdlise entre as ligagdes p-1,4 das unidades de N-acetilglicosaminas do polimero quitina
(BOYCE et al., 2013; ISLAM & DATTA, 2015). Enzimas quitinoliticas, ap0s a ingestéo
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pelas larvas dos insetos, ocasionam a degradacdo da membrana peritrofica que separa o
epitélio do intestino meédio do limen intestinal, cujo principal componente é a quitina. Foram
detectadas em organismos que contém quitina no exoesqueleto ou na parede celular como, por
exemplo, insetos, crustaceos e fungos, e também em organismos ndo quitinoliticos, como
bactérias, plantas superiores e vertebrados (USHARANI & GOWDA, 2011; BOYCE et al.,
2013). As quitinases sdo classificadas em duas classes principais: endoquitinases que clivam
as ligagdes B-1,4 da quitina em sitios aleatorios e as exoquitinases que se dividem em duas
subcategorias: quitobiosidases e as 1,4 -B-N-acetilglicosaminidases (SAHAIKH &
MANOCHA 1993; DUO CHUAN, 2006).

Sendo assim, o desenvolvimento de pesquisas desta natureza, € importante na detecgdo
de moléculas bioativas do metabolismo microbiano, para diversas aplicacdes. Neste sentido,
torna-se imprescindivel a obtencdo de conhecimentos dos recursos genéticos da microbiota
amazbnica, por meio das técnicas de biologia molecular, para fins biotecnoldgicos
(OLIVEIRA et al., 2017). Portanto, o objetivo deste trabalho foi selecionar linhagens de
Bacillus spp. isoladas de diferentes ambientes Amazodnicos, com potencial bioinseticida
contra larvas de Ae. aegypti, ou como fontes do gene Chi, que codificam para as enzimas

quitinoliticas.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Controle Bioldgico e Biotecnologia da

Maléria e Dengue-INPA. As linhagens bacterianas foram isoladas de amostras de solo, planta,
agua e inseto (diptera) de trés municipios do Estado do Amazonas: Coari (4°06'45.2"S
63°07'43.6"W), Manaus (3°02'46.6"S 59°52'56.8"W) Parintins (2.66741.1"S 56.73754.7"W).

Reativacao e purificacdo de bactérias.
Foram reativadas 124 linhagens, pertencentes a colecdo de trabalhos académicos do

Laboratorio de Controle Biologico e Biotecnologia da Maléria e Dengue (INPA), Laboratério
de Genética Aplicada a Saude (UEA). Em tubos de ensaio com capacidade de 20 mL,
contendo 2 mL do meio Nutriente Broth (NB) (5 g tecido animal, 5 g cloreto de sédio, 1.5 g
extrato de carne, 1.5 g extrato de levedura), Luria Bertani (LB) (5 g extrato de levedura, 10 g
peptona de caseina, 10 g cloreto de sddio) e ISP2 (10 g amido, 10 g extrato de malte, 4 ¢
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extrato de levedura, 4 g dextrose), foram adicionados 20 uL do cultivo bacteriano, de acordo
com o0 meio de preservagdo. Em seguida, incubados em estufa rotativa a 30 °C e 180 rpm, de
24 a 48 h, até o crescimento padrdo de numero 2, comparado a turbidez da escala de
McFarland (3.10° n°de células). Apés isso, 20 pL deste cultivo foram transferidos para placas
de Petri, contendo o0s respectivos meios. Em seguida, com uma alga de platina embebida em
alcool 70% e flambada em bico de Bunsen foi feito o espalhamento. As placas foram
incubadas na camara B.O.D a 28 °C, de 24 a 48 h para o crescimento das coldnias.
Posteriormente, com auxilio de uma alca de Drigalsky, foi feita a purificacdo das col6nias

pela técnica de esgotamento por estrias cruzadas.

Selecdo fenotipica (Coloracao de Gram)

Na obtencdo de conhecimento das caracteristicas morfoldgicas, todas as col6nias
foram submetidas a coloracdo pelo método de Gram. Inicialmente, foram adicionados 10 uL
de &gua deionizada em ldminas de vidro esterilizadas. Em seguida, com uma alca de platina
embebida em alcool 70% e flambada em bico de Bunsen, foi adicionada uma col6nia isolada
e friccionada para a homogeneizacdo e fixacdo em temperatura ambiente. Apds isso, foi
adicionado o reagente cristal violeta de genciana por 1 min e lavada em agua corrente. Em
seguida, adicionou-se o Lugol por 60 s e o descolorante de solucéo alcool-acetona durante 15
s, seguido de lavagem em agua corrente. Posteriormente, foi adicionada a solucao de fuccina
durante 30 s e lavadas em agua corrente. Apds secas as laminas foram visualizadas em
microscopio Optico na lente objetiva (100X), utilizando-se 6leo de imersdo. (MARTINEZ &
TADDEI, 2008). Em seguida, foi feita a preservacdo das linhagens com adicdo de 20% de
glicerol (v\v) e 800 pL do cultivo bacteriano em tubos criogénicos, as quais foram

armazenadas em freezer a -20 °C, para a realizagdo de estudos posteriores.

Identificagcdo molecular
Na identificagdo molecular, foram realizadas as seguintes etapas: extracdo de DNA

gendmico, amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rDNA e comparagdo das sequéncias
obtidas com banco de dados de nucleotideos publicos.

Extracdo do DNA genémico das linhagens
A extracdo do DNA gendmico, foi realizada por meio de uma resina de troca ionica do

kit de extracdo de DNA InstaGene Matrix (Bio-Rad, EUA), de acordo com as recomendagdes
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do fabricante. Neste procedimento, uma aliquota da coldnia de cada um dos isolados, foi
adicionada em placas de Petri contendo meio de cultivo agar nutriente. Em seguida, a técnica
de esgotamento por estrias cruzadas e, posteriormente, as placas foram incubadas em B.O.D a
30 °C durante 12 h. Apo0s isso, uma col6nia isolada foi transferida para um microtubo
contendo 1 mL de &gua destilada (Milli-Q) estéril. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas durante 1 min a 12000 rpm e 20 °C, posteriormente, o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, foi adicionado 200 pL de InstaGene Matrix (Bio-Rad) no microtubo
contendo o pellet, o qual foi incubado em Banho-maria a 56 °C durante 25 min, seguido de
agitacdo no aparelho vortex por 10 s e incubacdo em Banho-maria a 100 °C durante 8 min.
Em seguida, a amostra foi novamente submetida a agitacdo no vortex a 12000 rpm durante 10
s e centrifugado a 12000 rpm por 3 min a 20 °C. O DNA obtido foi armazenado em um
congelador a -20°C para a realizacdo de estudos posteriores. A qualidade e a quantidade do

DNA foram analisadas por meio do Nanodrop™?°®%/Espectrofotdmetros (Thermo Scientific).

Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para amplificacdo do gene 16S rDNA.
Na amplificacdo da sequéncia nucleotidica do gene 16S, a quantidade do DNA

genémico dos isolados foi ajustado de 1-10 ng/pl e submetido a técnica de PCR com os

seguintes oligonucleotideos (Tabela 1).

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo do gene 16S.

Iniciadores Sequéncia (pb)
Primer 8F 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’(f) 1400
Primer 1401R  5- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG -3'(r)
(f): foward; (r): reverso

As reacOes de amplificacdo foram realizadas de acordo com as sequéncias dos
iniciadores bem como os volumes e concentragdes dos reagentes descritos a seguir: MgCI2
(50mM) 1,5uL, Tampao (10X) 2,5 pL, dNTP (10 pmol) 0,5 pL, Taqg polimerase (1U) 0,125
pL, Primer 8F (10 pmol) 0,5 pL, Primer 1401R (10 pmol) 0,5 pL, H20 milli-Q 18,375 pL e
DNA 1-10ng 1 pL com um volume final de 25 pL.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Thermal Cycler®. O
perfil térmico da PCR foi programado de acordo com as seguintes condi¢fes: Desnaturacéo
inicial 95 °C 3 min, Desnaturacédo das fitas molde 94 °C 25 s, Pareamento dos iniciadores 62
°C 25 s, Extensdo 72°C 1 min e 25 s, Extensdo final 72 °C 5min e Hold 4 °C « com um total
de 35 ciclos (BOICHENKO, 2000).



50

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados apoés a eletroforese em gel de
agarose (0,8%, p/v) contendo solucdo de brometo de etidio (0,005%, p/v). O registro das

imagens foi feito em fotodocumentador (Eagle Eye 11, Stratagene).

Purificacdo das amostras de PCR e Reacéo de Sequenciamento.
Os fragmentos do gene 16S amplificados, foram purificados utilizando o Kit

QIAquick™ PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
Em seguida submetidos & corrida em um campo elétrico em gel de agarose a 1%. Uma
aliquota de 200ng do DNA purificado foi usada como matriz para as reacGes de
sequenciamento, nas quais, foi utilizado o kit de BigDye Terminator V3.1 (Life Tchnologies)
utilizando os seguintes reagentes: Big Dye 0,5uL, Tamp&o 5X BigDye 2uL, Primers 0,5pL,
H20 milli-Q 6uL e DNA 1 pL com um volume final de 10 pL descritos. Neste processo, foi
feito uma reacdo para cada primer.

As reacdes foram submetidas ao termociclador e o perfil térmico da PCR foi
programado de acordo com as seguintes condigdes: Desnaturacdo inicial 95 °C 3 min,
Desnaturacéo das fitas moldes 95 °C 30 s, Pareamento do iniciador 58 °C 30 s, Extens&o 60
°C 30 s, Extensdo final 60 °C 4 min e Hold 4 °C o« em um total de 40 ciclos.

Em seguida, foi feita a precipitacdo em 4 pL de Etanol NG, homegeneizado em vortex
e depois adicionado 45 uL de etanol absoluto (vértex novamente). Em seguida, centrifugado
em 14000 rpm por 45 min, apés isso, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido
em 110 pL de etanol 70%. Em seguida, foi centrifugado a 14000 rpm por 30 min, descartado
0 sobrenadante e adicionado 110 pL de etanol 70%, centrifugado novamente a 14000 rpm por
10 min, descartado o sobrenadante e deixado para secar no fluxo laminar em temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado 10 pL de formamida recomendado para o equipamento.
Em seguida as amostras foram inseridas no Analisador genético ou (de fragmentos) (ABI3500
XL, Applied Biosystems) para a determinagdo das sequéncias. Apos a leitura, o equipamento
gerou os eletroferogramas que foram analisados utilizando o programa BioEdit 7.2 disponivel
para download no link http://bioedit.software.informer.com/7.2/. Em seguida comparadas
com sequéncias bacterianas depositadas na base de dados do NCBI.

Detecgcdo molecular do gene Chi (Quitinase)
Na deteccdo do gene Chi, o DNA genémico das linhagens foi diluido e submetido a

técnica de PCR com os seguintes oligonucleotideos (Tabela 1). Estes primers foram
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elaborados com base na sequéncia do gene ChiA74 (BARBOZA-CORONA, 2003) e no
alinhamento das sequéncias de genes de quitinases de B. turingiensis depositadas no banco de
dados do NCBI (AY452507.1, AF424979.1, AY189740.2, AY129671.1, AF526379.1)

Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores para amplificagéo.

Iniciadores Sequéncia pb
ChiF 5> ATG AGG TCT CAA AAATTC 3°(f) 2027
ChiR 5’ CTA GTT TTC GCT AAT GAC 3’ (1)

(f): foward; (r): reverso

As reacBes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf). Foram utilizadas as sequéncias dos iniciadores bem como o0s volumes e
concentragOes dos seguintes reagentes: MgCI2 (25mM) 0,96uL, Tampé&o (10X) 2,5uL, Primer
F (10pmoles) 1,0 pL, Primer R (10pmoles) 1,0 uL, dNTP (2,5mM) 2 pL, Platinum Tag DNA
polymerase High Fidelity (0,5U) 0,2 uL, DMSO 1,0 uL, Agua (q.s.p) 14,34 uL e DNA 2 pL
em volume total de 25 pL.

As condicGes térmicas de amplificacdo foram programadas de acordo com as
seguintes condi¢Oes: Desnaturacdo inicial 95 °C 5min, Desnaturagdo 94 °C 1 min,
Anelamento 45 °C 1 min, Polimerizagdo 72 °C, 1: 50 min, Extenséo final 72 °C 10 min e Hold
4 °C oo em um total de 30 ciclos.

Com a finalidade de visualizar os fragmentos de DNA oriundos da técnica de PCR, foi
realizada a eletroforese em gel de agarose a 1%. Foram retirados 3 puL de cada amostra da
PCR e adicionado em 3 pL do corante Loading Buffer contendo Gel Red (0,5mg/mL). As
amostras foram aplicadas no gel de agarose, sendo este submetido a corrida eletroforética a
noventa volts, durante 90 min, conduzidas em tampao TEB [1X] (89mM de Tris; 89mM de
acido borico e 2,5mM de EDTA, pH 8,2). Em cada reacdo de eletroforese foi incluido o DNA
Ladder 1 Kb (Fermentas), como padrédo de peso molecular, o qual serviu como referéncia para
verificagdo dos tamanhos dos fragmentos gerados. Os geéis com fragmentos de DNA
amplificados foram visualizados em um transiluminador ultravioleta e fotografados em

aparelho TCL Documentation (Vilber lourmat).
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Atividade larvicida

Bioensaios
Foram realizados os bioensaios seletivos com objetivo de selecionar as linhagens com

atividade larvicida, com o cultivo de bacilos, e os bioensaios de dose com o sobrenadante
filtrado e células liofilizadas. Estes testes foram realizados em temperatura de 26 + 2 °C,
umidade relativa de 80% e fotoperiodo de 12 h (WHO, 2005).

Obtencdo e manutencao das larvas de Aedes aegypti.

Na obtencdo das larvas foram utilizados ovos da colénia do Insetario do Laboratorio
de Maléria e Dengue do INPA. Para a eclosdo das larvas, os ovos foram colocados em bacias
de pléstico retangulares (12 x 22 x 4 cm) contendo 200 mL de agua. Apos a eclosdo das
larvas, foi adicionada a alimentacdo que consistiu na mistura da racdo (Teklab global) e da
racdo Wiskas®, na proporcao de 1:1 (LIMA, 2007).

As larvas foram mantidas em temperatura média de 27 + 1 °C, umidade relativa em
torno de 80% -90% e fotofase de 12 h. Foram selecionadas para os bioensaios, larvas de 3°
instar (L3), e as demais permaneceram na bacia até a fase de pupa. Em seguida, as pupas
foram adicionadas em copos de plasticos e inseridas em gaiolas padronizadas (18 cm de
diametro x 17 cm de altura) para a emergéncia dos alados e manutengdo da colonia. Para
estes, foi adicionada em Erlenmeyer dgua com solucdo de sacarose a 10% embebido em
algoddo. No repasto sanguineo utilizou-se hamsters (Mesocricetus auratus), durante 30 min
sobre as gaiolas, os quais foram anestesiados com uma mistura de Ketamina e xilazina, como
indicado no “formulary of laboratory animals”, compilado por C. Terrance Hawk e Stevenb

L. Leary, 1995.

Condicoes de cultivo das linhagens bacterianas
Nesta etapa, foram cultivadas 124 linhagens em placas de Petri contendo os meios NA

(Nutriente agar), LB (Luria bertani) e ISP2, pela técnica de esgotamento por estrias cruzadas.
Em seguida, incubadas em cdmara B.O.D a 30 °C por 24 h. Posteriormente, com auxilio da
alca de Drigaslki, uma col6nia isolada foi transferida para tubos de ensaio com capacidade de
20 mL, contendo 2 mL dos respectivos meios. Em seguida, foram incubados em estufa
rotativa a 30 °C e 180 rpm, durante 24 h. Posteriormente, 20 puL do pré in6culo de cada

linhagem foi transferido para Erlenmayers de 250 mL, contendo 50 mL dos mesmos meios de
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cultivo e novamente incubados em estufa rotativa a 30 °C e 180 rpm por 72 h. O cultivo
bacteriano obtido foi utilizado no bioensaio seletivo.

Bioensaio seletivo de linhagens bacterianas patogénicas contra larvas de Ae. aegypti.
Para cada linhagem testada, foi montada uma réplica de cinco copos plasticos (50 ml)

contendo nove mL de &gua destilada, 10 larvas de terceiro instar de Ae. aegypti e 1 mL do
cultivo total dos bacilos. Como controle negativo, foi feito uma réplica sem inoculacdo de
cultivo de bacilos e no controle positivo foi utilizado o cultivo da linhagem padréo B.
thuringiensis var. israelenses. Apds a aplicacdo da cultura bacteriana, foi feito a leitura de
mortalidade das larvas em intervalos de 24, 48 e 72 h. Por meio de registro do numero de
larvas mortas em cada copo, obteve-se o percentual de mortalidade. As linhagens que
apresentaram mortalidade igual ou superior a 50% foram selecionadas com potencial larvicida

e utilizadas nos bioensaios com extratos brutos intra e extracelulares (WHO, 2005).

Obtencdo dos extratos de bactérias.

Inicialmente foram selecionadas as 21 linhagens com toxicidade igual ou superior a
50%, em seguida, cultivadas nos respectivos meios de preservacdo, NA, LB e ISP2. Além
disso, dentre estas linhagens selecionadas, nove foram cultivadas em meio quitinolitico,
Soares (2016). Este meio foi composto por 4 g de dextrose, 4 g de cloreto de sédio (NaCl), 4
g peptona de caseina, 2 g de quitina coloidal. Em tubos de ensaio, contendo 2 mL dos meios
descritos, foram adicionados 20 pL do cultivo bacteriano, e incubados na estufa rotativa a 30
°C, 180 rpm, por 24 h. Ap0s isso, 50 uL do cultivo de cada linhagem, foram transferidos para
Erlenmayers de 1000 mL, contendo 400 mL dos respectivos meios. Em seguida, incubados a
30 °C, 180 rpm por 96 h a 120 h, até o nivel 6 de crescimento comparado a turbidez da escala
de Macfarland (18,10%cel/ mL). Em seguida, 40 mL das amostras foram distribuidas em tubos
falcon (50 mL) e centrifugadas a 4 °C e 5000 rpm, por 40 min. O sobrenadante obtido, foi
filtrado em membrana millipore 0,22 um, com auxilio de uma bomba a vacuo, visando a
isencdo de células bacterianas. O pellet foi previamente congelado e liofilizado em aparelho
Liofilizador (Enterprise I, TERRONI) durante 24 a 48 h. Ap0s isso, 0s produtos obtidos foram

utilizados nos bioensaios em larvas de terceiro instar de Ae. aegypti.



54

Atividade larvicida de células lisadas (pellet) e do sobrenadante filtrado das bactérias
De acordo com o percentual de rendimento, as células lisadas de cada linhagem foram

diluidas na concentracdao padrdo de 0,0724 g em 40 mL de agua destilada e homogeneizada
em vortex por 10 min. Em seguida, desta mistura foram retiradas 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500, 375, 250, 187,5, 125 e 93,75 uL e adicionadas em cada copo com
o volume final de 20 ml, contendo 10 larvas. Em cada concentracdo foi utilizado como
controle, um copo contendo apenas &gua destilada e 10 larvas. As concentra¢fes das células
lisadas em cada volume aplicado estdo descritas na tabela 3 e representadas de C1 a C14. O
sobrenadante filtrado foi avaliado nos sequintes volumes (tabela 3): 4000, 3500, 3000, 2500
2000, 1500, 1000, 750, 500, 375, 250, 1875, 125 e 93, 75 uL de acordo com as condi¢Ges do
bioensaio das células lisadas. Ambos os bioensaios foram realizados em quintuplicata,

seguido de trés repeticdes em dias diferentes e leituras de mortalidade em 24, 48 e 72 h.

Tabela 3: Concentragdes

Células lisadas Sobrenadante
Volume (uL) Concentracao (nL)
(mg/ml)

C1 4000 0,362 4000
c2 3500 0,31675 3500
C3 3000 0,2715 3000
C4 2500 0,22625 2500
C5 2000 0,181 2000
C6 1500 0,13575 1500
C7 1000 0,905 1000
C8 750 0,067875 750
Cc9 500 0,04525 500
C10 375 0,0339375 375
Cl1 250 0,022625 250
C12 187,5 0,0169688 187,5
C13 125 0,0113125 125
Cl4 93,75 0,0084844 93,75

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao fenotipica (Coloracao de Gram)

Por meio da caracterizacdo morfo-tintorial e visualizacdo em microscopia optica na
lente objetiva (100X), foi possivel observar que as linhagens analisadas neste estudo,
apresentam caracteristicas morfoldgicas referentes ao grupo dos bacilos. Foram observadas
linhagens com caracteristicas em formato de bastonetes com extremidade reta ou de ponta
arredondada. Do total de 124 linhagens, cento e quatorze (91,4%) séo bacilos Gram positivos

e dez (8,6%) bacilos Gram negativos (Tabela 01). ObservacGes semelhantes foram feitas por
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Goto et al., (2000), os quais enfatizam que o grupo dos bacilos compreendem bactérias
cilindricas com formas de bastonetes isoladas ou em pares (diplobacilos) ou em cadeias
(streptobacillos), com parede celular Gram negativa ou positiva. De acordo com Martinez &
Tadei, (2008) as bactérias Gram positivas, apresentam capacidade de absorcdo do corante
cristal violeta, devido & alta quantidade de acido teicdico e menor quantidade de lipideos. Isto
ocasiona a diminui¢do da permeabilidade na parede celular aos solventes organicos. Ja as
bactérias Gram negativas tém maior quantidade de lipideos e consequentemente maior

permeabilidade aos solventes organicos, o que permite a colora¢do com a fucsina.

Tabela 4: Isolados de Bacillus spp, conforme o substrato de isolamento e teste de Gram.

N° Linhagem Substr. Morf. Gr. N° Linhagem Substr. Morf. Gr.

01 BioO3LB Solo Bacilo + 63 C48ENA Inseto Bacilo -
02  Biol6LB Solo Bacilo  + 64  C25ENA  Agua Bacilo +
03 2WISP2 Solo Bacilo + 65 C38NA Inseto Bacilo +
04 RAPANA Agua Bacilo + 66 C.G Solo Bacilo +
05 BTAM141 Solo Bacilo + 67 82 PHA Solo Bacilo +
06 BTAM27 Solo Bacilo + 68 K6NA Planta Bacilo +
07 BTAM220 Solo Bacilo + 69 BTAM 33 Solo Bacilo +
08 103 PHA Solo Bacilo + 70 541SP2 Solo. Bacilo +
09 38 PHA Solo Bacilo + 71 26 MENA  Inseto Bacilo +
10 BTAM138 Solo Bacilo + 72 25 MENA Inseto Bacilo -
11 R8ISP2 Planta  Bacilo  + 73 C22ME Agua  Bacilo  +
12 R13ISP2 Planta Bacilo + 74 52 MENA Inseto Bacilo +
13 K4ANA Planta  Bacilo + 75 CIDENA  Agua Bacilo +
14 K5NA Planta  Bacilo - 76 C24ENA Agua Bacilo -
15 BTAM74 Solo Bacilo + 77 31 MENA Inseto Bacilo +
16 JINA Agua  Bacilo + 78 C26 Agua  Bacilo  +
17 R21 Planta Bacilo + 79 K2NA Planta Bacilo +
18 2R6.2.1.1 Planta Bacilo + 80 Bio0O1LB Solo Bacilo +
19 R1 Planta Bacilo + 81 Bio0O8LB Solo Bacilo +
20 R14ISP2 Planta  Bacilo - 82 C.pl Solo Bacilo +
21 61PHA Solo Bacilo + 83 C39 Inseto Bacilo +
22 LALLB Agua Bacilo + 84  BT30NA Solo  Bacilo +
23 BTAM118 Solo Bacilo + 85 Biol7 Solo Bacilo +
24 15PHA Solo Bacilo + 86 BT3NA Solo Bacilo -
25 K30NA Planta Bacilo - 87 BTAM16 Solo Bacilo +
26 BTAM57 Solo Bacilo + 88 R4 Planta Bacilo +
27 Biol4 Solo Bacilo + 89 R7 Planta Bacilo +
28 Bioll Solo Bacilo + 90 225 PHA Solo Bacilo +
29 BTAM75 Solo Bacilo + 91 R16 Planta Bacilo +
30 RKA1 Solo Bacilo + 92 L.F.P Agua Bacilo +
31 Bio05 Solo Bacilo + 93 PL 03.8 Agua Bacilo +
32 BTIP2 Solo Bacilo + 94 K2NA Planta Bacilo +
33 Bio09 Solo Bacilo + 95 R17 Planta Bacilo +
34 31I1SP2 Solo Bacilo + 96 58PHA Solo Bacilo +
35 51BTISP2 Solo Bacilo + 97 R22 Planta Bacilo +
36 59PHA Solo Bacilo + 98 R2 Planta Bacilo +
37 C.A2 Solo Bacilo + 99 BTAM44 Solo Bacilo +
38 ARISP2 Solo Bacilo + 100 R19 Planta- Bacilo +
39 R101SP2 Planta  Bacilo + 101 GDo02.11 Agua Bacilo +
40 PDV Lev Planta Bacilo + 102 BTAMI162 Solo Bacilo +
41 BTAMI18 Solo Bacilo + 103 GD02.8 Agua Bacilo +
42 BT130 Solo Bacilo + 104 JBO014 Agua  Bacilo -
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43  BOTO69 Solo Bacilo + 105 BTAMS51 Solo Bacilo +
44 R23NA Planta  Bacilo + 106 GD02.4 Agua Bacilo +
45 BTAMO6  Solo  Bacilo + 107 GDO0.3 Agua  Bacilo  +
46 X9NA Solo Bacilo + 108 GDO02.12 Agua Bacilo +
47 27 NA Solo Bacilo + 109 GD02.3 Agua Bacilo +
48 Bd2NA Solo Bacilo + 110 PL03.1 Agua Bacilo +
49 RWISP2 Solo Bacilo + 111 JB02.6 Agua Bacilo +
50 80PHA Solo Bacilo + 112 JB01.9 Agua Bacilo +
51  BioO7NA Solo Bacilo + 113 JB01.2 Agua Bacilo -
52  BTAM38 Solo Bacilo + 114  GDO01.15 Agua Bacilo +
53 54MENA  Inseto  Bacilo + 115  GDO02.13 Agua Bacilo +
54 K7NA Planta  Bacilo + 116 7™M Solo Bacilo +
55 2R.A5.1LB  Planta  Bacilo + 117 LA2LB Agua Bacilo +
56  BIO04LB Solo Bacilo + 118 BTAMO2 Solo Bacilo +
57  2MENA Agua  Bacilo + 119  GDO025 Agua  Bacilo +
58 391SP2 Solo Bacilo + 120 GDO02.6 Agua Bacilo -
59 42PHA Solo Bacilo + 121 R11ISP2 Planta  Bacilo +
60 4AMENA Agua Bacilo + 122 BSBIO Solo Bacilo +
61 KINA Planta  Bacilo + 123  BCLBIO Solo Bacilo +
62 K8NA Planta  Bacilo + 124 BTAMA49 Solo Bacilo +

Legenda: N°= Numero de isolados; Subst= substrato; Gr= Gram.

Os caracteres morfologicos observados neste estudo, que classificam as linhagens
como membros dos bacilos, sdo importantes na identificacdo de bactérias. No entanto, a
identificacdo apenas por meio de critérios morfoldgicos ndo é suficiente, pois, ha necessidade
de outros métodos de andlises, visto que, existe uma diversidade de microrganismos com
caracteristicas fenotipicas semelhantes. Este fato enfatiza a utilizacdo de métodos bioquimicos
e moleculares (HABIB et al., 1998; IKEDA et al., 2013). Neste sentido, o uso de técnicas
moleculares, como por exemplo, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando
oligonucleotideos especificos do gene codificador do RNA ribossémico 16S, possibilitou uma
evolucdo nos estudos de filogenia em procariotos. Por meio de andlises da amplificacdo e
sequenciamento do referido gene, diversos microrganismos ndo adaptados aos meios de
cultivos artificiais, também se tornaram possiveis de serem estudados (NILSSON& STROM,
2002; IKEDA et al. 2013; ORRILLO et al., 2015). Sendo assim, para a identificagdo mais
confiavel das linhagens utilizadas neste estudo, foi feito a identificacdo molecular.

Identificagcdo molecular pela amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rDNA.

Do total de 124 linhagens utilizadas neste estudo, foi possivel até o presente momento,
a identificagdo molecular de trinta e trés linhagens. A sequéncia de nucleotideos que codifica
para 0 gene 16S foi utilizada como método de identificacdo. Esta sequéncia com
aproximadamente 1500 nucleotideos foi utilizada, por ser considerado o método mais
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eficiente para a identificacdo da diversidade microbiana em amostras naturais (GARCIA-
MARTINEZ et al.,1999; BOAKYE et al., 2016).

As sequéncias obtidas neste estudo foram analisadas com o programa BioEdit 7.2 e
comparadas com as sequéncias bacterianas depositadas na base de dados do NCBI. As
anélises demonstraram que dentre as 33 linhagens identificadas, ha representantes de quatro
géneros distintos: Bacillus sp, Paenibacillus sp, Acromobacter sp e Serratia sp. O parametro
de decisdo para proceder com a identificagdo molecular derivou do alinhamento comparativo
entre sequéncias de DNA de espécies no BLAST, assumindo-se o percentual de confianca
para identidade (ID) entre 94% a 100% (Tabela).

Tabela 5: Identificagdo molecular das linhagens.

N° Lin. Id. Molecular Id. N° Lin. Id. Molecular Id.
01 BTAMA49LB B. thuringiensis 97% 18 C25ENA S. marcescens 100%
02 2WISP2 B. pumilus 100% 19 C38NA S. marcescens 94%
03 RAPANA B. velezensis 99% 20 R111SP2 B. amyloliquefaciens  98%
04 BTAMI141LB S. marcescens 9% 21 82PHAISP2 B. tequelensis 98%
05 BTAM 27LB Bacillus sp 99% 22 25MENA Bacillus sp. 100%
06 BTAM220LB B. cereus 98% 23 C22ME B. wiedmannii 100%
07 4MENA Bacillus sp. 100% 24 541SP2 Bacillus sp. 96%
08  38PHAISP2 B. licheniformis 98% 25 26 MENA B. aerius 99%
09 R131SP2 B. subtilis strain 94% 26 52 MENA P. barcinonensis 99%
10 K4NA B. safensis 99% 27 C24ENA Bacillus sp. 99%
11 BTAMT74LB B. pumilus 99% 28 31 MENA Bacillus sp 99%
12 JINA B. velezensis 98% 29 C26ENA S. marcescens 95%
13 LAILB Bacillus sp 99% 30 C39ENA B. stratosphericus 99%
14  15PHAISP2 B. safensis 99% 31 BD2NA B.wiedmannii 99%
15 311SP2 Bacillus sp 100% 32 X9NA B.cereus 98%
16 51BTISP2 A. xylosidans 98% 33 2MENA Bacillus sp. 99%
17 R101SP2 Bacillus sp 99% 34 - - -

Legenda: N°=Numero de isolados; Lin=linhagens; 1d. Molecular=Identificacdo molecular; Id=Identidade.

A obtencdo de conhecimentos sobre os microrganismos por meio das andlises do
sequenciamento do 16S é de extrema importancia, visto que, este gene apresenta regides
variaveis e conservadas de uma bactéria para outra. Assim, as especies podem ser
identificadas e classificadas em diferentes grupos filogenéticos, isto consequentemente,
possibilita o estudo de suas aplicagdes (GARCIA-MARTINEZ et al.,1999; BOAKYE et al.,
2016). O uso de técnicas moleculares no estudo da sistematica de Bacillus e géneros e mais
proximos sdo essenciais para uma melhor classificacdo dos membros (LOGAN et al., 2007;
IKEDA et al., 2013). Neste sentido, Clarrige (2004); Orrillo et al., (2015), abordaram que as
técnicas moleculares, sdo importantes ferramentas para a identificacdo de bactérias, uma vez
que a caracterizagdo de microrganismos apenas por metdédos fenotipicos ndo sdo tdo

precisos quanto a identificagdo com métodos genotipicos.


http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijsem.0.001421
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Dentre os isolados identificados neste estudo, houve predominancia de representantes
do género Bacillus sp., sendo identificadas 27 linhagens pertencentes a este género,
correspondendo a 82% do total (figura 1). Foram identificadas 17 linhagens em nivel de
espécie: 2 B. pulmilus,2 B. velezensis,2 B. cereus,2 B. safensis,1 B. licheniformis,1 B.
subtilis,1 B. wiedmannii,1 B. thuringiensis,1 B. amyloliquefaciens, 1 B. stratosphericus, 1 B.
wiedmannii, 1 B. aerius, 1 B. tequelensis. Nao foi possivel a identificacdo de 10 linhagens em
nivel de espécie, apenas de género. Em relacdo ao género Serratia, foram identificadas 4
linhagens da espécie S. marcescens. Apenas a linhagem P. barcinonensis foi identificada
como membro do género, Paenibacillus. Resultado similar foi observado para o género
Achromobacter que também foi identificada somente a linhagem A. xylosoxidans.

m Bacillus m Serratia
Paenibacillus m Achromobacter
3% 3%

Figura 5: Representacdo dos géneros bacterianos.

Em relacdo ao género Bacillus, os resultados obtidos neste estudo, corroboram com a
literatura descrita. Estudos realizados evidenciam que este género é bastante heterogéneo. A
capacidade de formacdo de esporos inertes ambientalmente e metabolicamente resistentes é
um fator que os tornam ubiquos, podendo ser isolados de uma diversidade de habitats como a
agua, planta, inseto e principalmente a partir do solo, considerado o principal substrato de
isolamento (LOGAN & VOZ, 2009; SCHMIDT et al., 2011; EL-KERSHET al., 2016). Este
género bacteriano da familia Bacillaceae, é constituido por uma diversidade de linhagens e as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas, dificulta a classificacdo taxondmica dos membros
(MADIGAN et al., 2010; REBIERI, 2015). Desta forma, muitas espécies ainda encontram-se
sem classificacdo. Entretanto, com os estudos da sistematica bacteriana, principalmente por
meio do uso da sequéncia do 16S rDNA, foi possivel classificar diversas espécies (LOGAN
&VOS, 2009; SCHMIDT et al., 2011.


http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijsem.0.001421
https://en.wikipedia.org/wiki/Achromobacter_xylosoxidans
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Deteccdo molecular do gene Chi (Quitinase) nos isolados.

Na deteccdo molecular do gene Chi, o DNA genémico dos isolados foi submetido a
amplificacdo, por meio da técnica de PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos para o
respectivo gene. Dessa forma, foi possivel obter a amplificacdo de fragmentos de DNA do
gene Chi do tamanho de aproximadamente 2027 pares de bases. As analises permitiram
verificar que entre 124 linhagens, houve amplificacdo positiva em apenas seis (4,5%);
BTAM27LB, 103PHAISP2, BTAM138LB, BTAM18LB, K2NA e R11ISP2. O mesmo
fragmento foi observado na linhagem padréo Bti0O1 com o mesmo tamanho de pares de base.

(Figuras 2, 3,4 e 5). Eletroforese em gel de agarose 1%.

M123456 78 910 11 12 13 CP CN

2027pb 2027pb

Colunas de 01 a 16: Marcador molecular (1)Bio03; Colunas de 01 a 05: Marcador molecular
(2)Biol6; (3)2WISP2; (4) RAPANA; (5)BTAM141; (1)R19; (2) GD02.6; (3)R11; (4)BCLBIO.
(6)BTAM27; (7)BTAM220; (8)103PHA; (9)38PHA;

(10)BAM138; (11)R8; (12)R13; (13)K4; (14) Cepa

padrao; (15) Controle negativo.

M12 3 45 678 910 11 12

2027pb 2027p

Colunas de 01 a 12: Marcador molecular (1)15PHA;  Colunas de 01 a 08: Marcador molecular

(2)RKAL; (3)31ISP2; (4)51BT; (5)59PHA; (6)ARISP2;  (1)Bi003; (2)Biol6: (3)2WISP2;
(7)R10; (8)BTAMI18; (9)C39; (10)K2NA; (11)R8;  (4)RAPANA; (5)BTAM141; (6)BTAM27;
(12)R22. (7)BTAM220

Figura 6: Perfil eletroforético do gene Chi
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As linhagens com amplificagdo do gene Chi obtidas neste estudo, despertam o
interesse das pesquisas, Visto que o0 produto expresso por este gene apresenta capacidade de
hidrolisar polimeros insolGveis. Neste sentido, as quitinases expressas por organismos
procariotos, sdo utilizadas em uma diversidade de aplicagcbes, como por exemplo, na
degradacédo de residuos quitinosos, e principalmente no combate de fungos fitopatdgenos ou
insetos pragas (SURYANTO et al., 2011; VELIZ et al., 2017; SUBBANNA et al., 2018).
Neste contexto, Boer et al., (1998) relataram a ocorréncia de membros dos géneros
Pseudomonas e Streptomyces como bactérias produtoras de quitinases com mecanismo de
acdo inibitéria no crescimento dos fungos Fusarium culmorum, Mucor hiemalis e Phoma
exigua. Yan et al., (2011), estudaram uma quitinase sintetizada por B. subtilis SL-13, que
causou a mortalidade de células de uma colbnia do fungo Rhizoctonia solani. Da mesma
forma, Senol et al., (2014), analisaram uma quitinase purificada de B. subtilis e observaram
que a enzima apresentou atividade antifungica eficaz contra o fungo F. culmorum. Okay et al.,
(2013), tambem evidenciaram a atividade antifungica de quitinase de Serratia marcescens
contra os fungos Trichoderma harzianum, Aspergillus niger e Rhizopus oryza.

Em relacdo ao biocontrole de insetos, Mubbarik & Prawasti (2010) isolaram uma
bactéria produtora de quitinase e com parede celular Gram positiva, cuja atividade
quitinolitica, apresentou capacidade de degradacgdo da quitina do exoesqueleto do piolho-do-
algoddo, Aphis gossypi. Chandrasekaran et al., (2012) analisaram a atividade de uma quitinase
sintetizada pela linhagem B. subtilis e observaram que a enzima foi capaz de causar a
mortalidade das larvas, em diferentes estagios de desenvolvimento de Spodoptera litura.
Diante disso, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas, visando a verificacdo do potencial
inseticida das quitinases isoladas ou em sinergismo com outras proteinas inseticidas, como
por exemplo, as endotoxinas CRY e CYT de B. thuringiensis (PRASANNA et al., 2013;
AGGARWAL et al., 2015; JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2017; SUBBANNA et al., 2018).

Neste sentido, Ibarra et al., (2003), isolaram 4 linhagens de B. thuringiensis com
perfis de genes Cry e Cyt, semelhantes ao da linhagem padrdo B. thuringiensis var.
israelenses. No entanto, estas linhagens apresentaram maior toxicidade aos mosquitos do que
a linhagem padrdo. Dessa forma, os autores ressaltaram que a maior bioatividade das
linhagens isoladas, pode ter sido ocasionada devido a trés fatores: (i) os genes Cry e Cyt
amplificados podem estar codificando novas variantes proteicas; (ii) 0os genes Cry e Cyt
podem ser idénticos, mas seus niveis de expressdo podem ser diferentes; ou (iii) um fator ou
proteina ndo detectado pode ser responsavel pelo aumento da atividade. Elkersh et al., (2016)

estudaram o potencial inseticida da linhagem selvagem Bt55, e assim observaram maior
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atividade contra mosquitos, do que a linhagem padrao B. thuringiensis var. israelenses. Além
disso, no DNA gendmico da linhagem Bt55, foi também detectado a sequéncia do gene Chi.
Dessa forma, linhagens que codificam as enzimas quitinases podem influenciar no aumento
da atividade mosquitocida ao perfurar a membrana peritrofica, permitindo maior
acessibilidade das toxinas CRY e CYT aos receptores da membrana epitelial (CAI et al.,
2007; ARGOLO-FILHO & LOQUERCIO, 2014).

Foi também demonstrado por meio do estudo de Abdullah et al., (2014), que a
transferéncia da sequencia codificadora do gene da quitinase de B. subtilis para a linhagem B.
thuringiensis, foi expressa positivamente, pois, aumentou a sua bioatividade inseticida. Costa
et al (2010) selecionaram isolados de B. thuringiensis de diversas regibes do territério
brasileiro, com alta toxicidade a larvas de Ae. aegypti, com diferentes combinacdes de genes
Cry e Cyt (diptero-especificos), além do gene Chi, este ultimo, atuando conjuntamente com 0s
demais pode ter aumentado a toxicidade dos isolados. Da mesma forma, Soares-da-Silva et
al., (2017), obtiveram linhagens de B. thuringiensis isoladas de trés biomas brasileiros, com
atividade larvicida contra Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus e An. darlingi, além da
combinacdo dos genes Cry/Cyt nestas linhagens patogénicas, foi também observado a
presenca do gene (Chi) em 35% das linhagens. Dessa forma, € possivel evidenciar a
importancia deste estudo na detecgdo do gene (Chi) em linhagens bacterianas, na utilizacéo
isolada ou em combinacdo com outras proteinas inseticidas. Além disso, ha também
consideravel interesse no potencial biotecnolégico nos produtos da acdo enzimatica das
quitinases sobre a quitina, dentre estes, encontram-se 0s quitooligossacarideos (HAMID et al.,
2013; KIDIBULE et al., 2018) .

No presente estudo, todas as linhagens obtidas com amplificacdo positiva para o gene
Chi, apresentaram caracteristicas morfologicas referentes ao grupo dos bacilos, com parede
celular Gram positiva. Em alguns estudos realizados foi observada maior quantidade de
bacterias do tipo bacilo que secretam quitinases. De acordo com as atividades prospectivas de
Kamil et al., (2007) e Mubarik et al., (2010), houve predominancia de bactérias em formato
de bacilos, com atividade quitinolitica, os quais isolaram respectivamente, 5 e 25 bactérias,
sendo todas Gram positivas. Suryanto et al., (2011), isolaram 6 linhagens bacterianas
produtoras de quitinases, sendo todas com formato de bacilo. No estudo de Chandrasekaran et
al., (2012), os autores obtiveram 27 isolados produtores de quitinases, dentre as linhagens, 23
apresentaram morfologia do formato de bacilo.

Dentre as linhagens portadoras do gene Chi, detectadas neste estudo, apenas duas,

R11ISP2 —B. amyloquefaciens e BTAM27LB — Bacillus sp. foram identificadas pelo gene
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16S rDNA. Sendo assim, verificou-se que estas linhagens sdo pertencentes ao género
Bacillus. Os membros deste género sdo conhecidos pelo potencial para secretar uma série de
enzimas degradativas, dentre estas, as quitinases (BRAVO et al., 2007; DJENANE et al.,
2017). Outros géneros de bactérias também ja foram relatados por apresentarem membros
quitinoliticos, como por exemplo, em Pseudomonas aeruginosa por Gupta et al., (2006);
Streptomyces sp (SOWMYA et al., 2012); Serratia marcescens JPP1 (WANG; YAN; CAO,
2014) e Paenibacillus pasadenensis CS0611 (GUO et al., 2017).

Bioensaios seletivos

A anédlise dos resultados das taxas de mortalidade demonstrou que dentre as 124
linhagens, vinte e uma (16,93%) apresentaram atividade larvicida maior ou igual a 50%
(Tabela 01). Considerando a leitura de mortalidade das larvas em 24 h de exposicdo, sete
linhagens - C25ENA, C39ENA, GDO02.13ISP2, BTAM16NA, BTAMO6NA, 26MENA e
4AMENA, ocasionaram 100% de mortalidade. Além disso, as linhagens - 2WISP2, BT30NA,
BT130NA e 51BTISP2, ocasionaram 56, 60, 70 e 90% de mortalidade, respectivamente.

Considerando a leitura de mortalidade das larvas em 48 h de aplicacdo, as linhagens
58PHAISP2, BSBIOLB, BCLBIO, BTAM49LB, 59PHAISP2, 15PHAISP2, R22ISP2 e
R11ISP2, ocasionaram mortalidade com valores correspondentes: 50, 53,3, 56,6, 56,6, 56,6,
66,6, 80 e 80%, respectivamente. Na leitura de mortalidade em 72 h de exposicdo, as
linhagens - GD02.3ISP2 e R171SP2, ocasionaram 50 e 53,33% de mortalidade. Desta forma
foi observado que estas linhagens - GD02.3I1SP2 e R17ISP2, ocasionaram mortalidade em
maior tempo de exposicgéo.

Dentre as linhagens selecionadas com potencial patogénico obtidas no presente estudo,
oito foram identificadas. O género Bacillus foi predominante, pois, houve a identificacdo de
seis membros, C39ENA B. stratosphericus, 26MENA B. aerius e 4MENA Bacillus sp.
15PHAISP2 B. safensis, BTAM49LB B. thuringiensis e R11I1SP2 B. amyloliquefaciens.
Enquanto que para os géneros Serratia e Acrhomobacter foi identificada apenas uma
linhagem de cada: C25ENA - S. marcescens e 51BTISP2- A. xylosoxidans.

Tabela 6: Resultado do bioensaio seletivo

Mortalidade % Mortalidade %
N° Linhagem 24h  48h 72h N°  Linhagem 24h  48h 72h
01 Btio1 100 - 12 C25ENA 100 -
02 15PHAISP2 - 66,6 - 13 BT30NA 60 100
03 51BTISP2 90 96,6 - 14 58PHAISP2 46,6 50 70
04 R22ISP2 46,6 80 83,3 15 59PHAISP2 36,6 56,6

05 BT130NA 70 - 80 16 4AMENA 100
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06 26MENA 100 - - 17 BTAMO6NA 100 - -

07 C39ISP2 100 - - 18 BTAM16NA 100 - -

08 R17ISP2 33 233 50 19 GD02.3 - 36,6 53,3
09 GDO02.13 100 - - 20 R111SP2 10 80 90
10 BSBIOLB 333 533 633 21 BCLBIOLB 26,6 56,6 66,6
11 BTAM49LB 100 - - 22 2WISP2 56 63,3 66,6

Legenda: N°= Numero de isolados; Cont = controle.

No presente estudo, 16,93% das linhagens mostraram atividade patogénica contra
larvas de Ae. aegypti, demonstrando a ocorréncia de uma quantidade expressiva de linhagens
com potencial entomopatogénico. Ao contrério de diversos estudos realizados no Brasil, que
enfatizam a baixa ocorréncia de linhagens patogénicas. Dias et al., (2002), em testes de
patogenicidade com 210 linhagens de B. thuringiensis, observaram acdo entomopatogénica
contra larvas de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus, em apenas 1,9%.

Da mesma forma, Praca et al., (2004), visando selecionar entre 300 linhagens de B.
thuringiensis, as efetivas contra larvas de Ae. aegypti e C. quiquefasciatus, demonstraram que
apenas 1% apresentaram atividade contra as duas espécies respectivamente. Com 0 mesmo
objetivo, Ootani et al., (2011), realizaram testes de patogenicidade com 101 linhagens
bacterianas isoladas de solo e apenas 1 demonstrou capacidade de causar alta mortalidade das
larvas de Ae.aegypti. Em relagdo aos estudos realizados com Bacillus isolados de solos da
Amazonia, Pereira et al., (2013) utilizaram 96 linhagens em testes seletivos, das quais apenas
2% ocasionaram mortalidade em larvas de Ae. aegypti e C. quinquefasciatus. Soares da Silva
et al., (2015, 2017), isolaram linhagens de B. thuringiensis de diferentes biomas brasileiros e
obtiveram 8,8 e 6,7% respectivamente, de linhagens entomopatogénicas ativas contra larvas
de Ae. aegypti. Lobo et al.,, (2017), investigaram o potencial de 300 linhagens de B.
thuringiensis obtidas na regido do cerrado do estado do Maranhdo e observaram atividade

larvicida contra Ae. aegypti em apenas 4%.

Atividade larvicida do extrato bruto (celulas lisadas) de bacilos em larvas de Aedes
aegypti

Na andlise do potencial da atividade larvicida no produto intracelular, foi realizado o
bioensaio de dose com 21 linhagens toxicas contra larvas de terceiro instar de Ae. aegypti,
utilizando células lisadas. Apos aplicacdo, a mortalidade das larvas foi avaliada nos intervalos
de 24, 48 e 72 h. Sendo assim, foi demonstrado que dentre as 21 linhagens utilizadas, sete
ocasionaram mortalidade com valores superiores a 50% (tabela).
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Tabela 7: Percentual de mortalidade das larvas expostas na cultura liofilizada

Pellet Liofilizado + H,O estéril
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C

Linhagem 24h apds aplicagdo

R22ISP2 100 100 100 100 100 100 -
GDO02.13ISP2 100 100 100 100 100 100 -
BTAM49LB 100 100 100 100 100 100 -
BTAM16NA 100 100 99,33 100 99,33 100 -

BT30NA 64,66 62 40,33 40,33 25,33 5,33 -

15PHAISP2 4333 27,33 2533 5,33 2 4 -
BSBIOLB - - - - - -
48h apos aplicacdo
R221SP2 - - - - - - -
GDO02.131SP2 - - - - - - -
BTAM49LB - - - - - - -
BTAM16NA - - 100 - 100 - -
BT30NA 85,33 81,33 5333 4533 3533 8 -
15PHAISP2 55,33 4533 34,66 22 22 18 -

BSBIOLB 13,33 2 0,66 - - - -
72h apds aplicagédo

R221SP2 - - - - - - -
GD02.131SP2 - - - - - - -
BTAM49LB - - - - - - -
BTAM16NA - - - - - -
BT30NA 97,33 93,33 84,66 72,66 40,66 1333 -
15PHAISP2 74,66 62 57,33 3466 27,33 2333 -
BSBIOLB 51,33 12 10 - - - -

Legenda: C1 a C6= ConcentracBes; C= Controle.

Considerando a leitura de mortalidade em 24 h de aplicagéo, as linhagens - R22ISP2,
GDO02.13ISP2, BTAM49LB e BTAMI16NA apresentaram 100% de mortalidade nas
concentragdes: 0,362 mg/ml, 0,31675mg/ml, 0,2715 mg/ml, 0,22625 mg/ml, 0,181 mg/ml,
0,13575 mg/ml, exceto a Gltima linhagem que apresentou 93,3% nas concentragdes 0,2715
mg/ml e 0,181 mg/ml. J& a linhagem BT30NA, ocasionou mortalidade acima de 50% apenas
nas concentracées 0,362 mg/ml, 0,31675mg/ml, com os valores de mortalidade de 64,66% e
62% respectivamente. Na leitura de 48 h, a linhagem 15PHAISP2, ocasionou 55,3% de
mortalidade na concentracdo 0,362 mg/ml. Ja a linhagem BT30NA apresentou aumento de
mortalidade, em relacdo a leitura de 24h, nas concentragdes 0,362 mg/ml, 0,31675 mg/ml,
demonstrando 85,33 e 81,3% de mortalidade. Alem disso, apresentou mortalidade de 53,33%
na concentragdo 0, 2715 mg/ml.

Considerando a leitura de 72 h, a linhagem BCLBIO apresentou 51,33% de
mortalidade na concentracdo 0,362 mg/ml, demonstrando que a atividade larvicida ocorreu no
maior tempo de leitura. A linhagem BT30NA apresentou mortalidade nos trés intervalos de
leitura nas concentragdes: 0,362mg/ml, 0,31675mg/ml, 0,2715 mg/ml, sendo que nesta Gltima
leitura, foi observado 97,33, 93,33 e 84,66%, respectivamente. Além destas, a concentracdo
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0,22625 mg/ml, ocasionou 72,66% de mortalidade. A linhagem 15PHAISP2, demonstrou
mortalidade nas concentracdes 0,31675 mg/ml e 0,2715 mg/ml, com os valores de 62 e
57,33%, respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as linhagens - R22ISP2,
GDO02.13ISP2, BTAM49LB e BTAM16NA, BT30NA, 15PHAISP2 e BSBIOLB, foram
promissoras nos testes com células lisadas. Dessa forma, a ingestad das células lisadas pelas
larvas podem ter ocasionado diversos fatores que causaram a morte das mesmas. NO processo
de alimentacdo, as larvas de Ae. aegypti se alimentam por filtracdo, ingerindo diversos
sedimentos, assim como também podem ingerir células ativas de microrganismos como
fungos e bactérias (CLEMENTES, 2000; MUNIARAJ et al., 2012). Ao ingerir bactérias, por
exemplo, estes microrganismos secretam enzimas e toxinas ao nivel da membrana peritréfica
e do epitélio intestinal, tornando-as permeaveis a passagem de diversas substancias e até
mesmo outros microrganismos para a hemolinfa, 0 que consequentemente pode causar a
septicemia (ALVES, 1998; BADRAN et al., 2016).

De acordo com os resultados deste estudo, € possivel evidenciar que as linhagens com
atividade larvicida, podem sintetizar compostos com propriedades promissoras ao
desenvolvimento de produtos para uso no controle de vetores e com menores efeitos negativos
ao meio ambiente. Além disso, dentre as trés linhagens que ocasionaram 100% de mortalidade
em 24h, a BTAM49LB foi identificada como espécie B. thuringiensis. De acordo com a
literatura diversas linhagens de B. thuringiensis com potencial larvicida significativamente
alta contra mosquitos ja foram isoladas de amostras de solo (CAMPANINI et al., 2012; EL-
KERSH et al., 2016). Neste sentido, Alves (1998); Zhang et al., (2016), abordaram que apds
a ingestdo de esporos ou proteinas de B. thuringiensis por insetos, sdo formados poros
permeaveis na membrana celular do epitélio intestinal, como decorréncia das endotoxinas.
Estes danos nas membranas celulares e consequentes danos ao nivel de vaclolos e
mitocondrias, pode se iniciar apos alguns minutos de ingestdo. Sendo assim, estes fatores
podem justificar a alta mortalidade das larvas em 24 h de aplicagdo do cultivo da linhagem
BTAMA49LB.

Avaliacao da atividade larvicida do extrato bruto de bacilos (sobrenadante filtrado).
Para a verificacdo do potencial das bactérias entomopatogénicas, como secretoras de

metabdlitos com atividade larvicida eficazes contra o Ae. aegypti, larvas de terceiro instar

deste mosquito, foram expostas ao sobrenadante em diferentes concentracbes. Em seguida, a

mortalidade das larvas foi avaliada nos intervalos de 24, 48 e 72 h. As andlises dos resultados
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demonstraram que o sobrenadante das linhagens, 15PHAISP2, BT30NA e BSBIOLB
ocasionaram mortalidade superior a 50% (tabela).

Tabela 8: Percentual de mortalidade das larvas expostas no sobrenadante

Sobrenadante Filtrado
C1 Cc2 C3 C4 C5 Cc6 C

Linhagem 24h ap6s aplicagdo

BT30NA 64,66 62 40,33 40,33 25,33 533 -
15PHAISP2 43,33 27,33 25,33 5,33 2 4 -

BSBIOLB - - - - - -

48h apos aplicacdo
BT30NA 85,33 81,33 53,33 4533 35,33 8 -
15PHAISP2 55,33 45,33 34,66 22 22 18 -
BSBIOLB 13,33 2 0,66 - - - -
72h apds aplicagédo
BT30NA 97,33 93,33 84,66 72,66 40,66 1333 -
15PHAISP2 74,66 62 57,33 34,66 27,33 2333 -
BSBIOLB 51,33 12 10 - - - -
Legenda: C1 a C6= Concentracdes; C= Controle.

Considerando a leitura de mortalidade das larvas expostas em 24h de aplicacdo,
nenhuma linhagem ocasionou mortalidade acima de 50% nas concentracOes testadas. Na
leitura de 48h, apenas a linhagem 15PHAISP2 ocasionou 69,66% de mortalidade na
concentracdo 1000 pulL e 66% na concentragcdo 750 uL. Em leitura de 72h, esta linhagem
ocasionou mortalidade de 53,33% na concentracdo de 500 pL. Neste mesmo intervalo de
tempo, a linhagem BT30NA apresentou atividade larvicida nas concentragfes: 1000 uL, 750
uL, 500 uL, 375 pL, com os valores de 56,66, 54, 52 e 50%, respectivamente. Ja a linhagem
BSBIOLB demonstrou potencial larvicida nas concentragdes: 1000 pL e 750 pL,
demonstrando mortalidade de 82,99 e 59%, respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos, estas trés linhagens apresentaram potencial
promissor para a sintese de biomoléculas com propriedades de acdo inseticidas. Porém,
ocasionaram a mortalidade das larvas em um intervalo de tempo maior quando comparados a
outros estudos. Patil et al., (2012) testaram o sobrenadante filtrado das linhagens
entomopatogénicas de B. thuringiensis (SV2) e Serratia sp. (SV6), contra larvas de Ae.
aegypti. Os autores observaram taxas de mortalidades superior a 50%, ap0s 6h para as
linhagens de B. thuringiensis e apos 12h para as linhagens de Serratia sp. Cem por cento de
mortalidade foi observada, ap6s 24h de exposicdo a B. thuringiensis e 48h a Serratia sp.
Neste sentido, Argolo (2014), aborda alguns fatores que podem contribuir para as diferencas
nas atividades entomopatogénicas como, por exemplo, diferencas de obtencdo do
sobrenadante, volume de cultura, condic¢Ges de inoculo e condigbes de culturas gerais. Alem

disso, diversos fatores podem estar associados com a eficiéncia da atividade larvicida,
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ocasionando diferencas nos intervalos de exposicdo, assim como a baixa eficiéncia,
interferindo significativamente nos resultados.

No presente estudo, as linhagens que demonstraram capacidade de causar a
mortalidade das larvas de Ae. aegypti, despertam o interesse para futuras analises, visando a
descricdo e identificacdo dos metabdlitos, presentes no sobrenadante dos respectivos cultivos.
Por meio de estudos posteriores, sera possivel o isolamento e a identificacdo da biomolécula
com mecanismo de acdo, capaz de ocasionar a morte das larvas. De acordo com a literatura, o
sobrenadante obtido, a partir do cultivo bacteriano, pode conter uma diversidade de moléculas
secretadas com propriedades metabdlicas desconhecidas. Neste sentido, Bode, (2009); Rosa
da Silva, (2017), abordaram que a maioria dos metabdlitos secretados por espécies bacterianas
entomopatogénicas sdo desconhecidos. Este fato enfatiza que a sintese de biomoléculas por
microrganismos pode ser uma fonte promissora na obtencao de agentes de controle de insetos
vetores, como por exemplo, o Ae. aegypti.

Dessa forma, a ocorréncia de mortalidade das larvas observadas neste estudo, pode ter
sido ocasionada por meio do mecanismo de acdo de apenas uma biomolécula ou do
sinergismo entre diferentes compostos. Acredita-se que 0s procariotos sao capazes de secretar
no meio de cultivo, uma diversidade de moléculas com diferentes aplicacdes, sendo que
dentre estas, podem estar presentes 0s exopolissacarideos. Estes compostos sao
biodegradaveis e ndo toxicos aos seres humanos, o que enfatiza a necessidade de pesquisas
objetivando as aplicacdes no controle de insetos, vetores de doencas (ABINAYA et al., 2018).
Estudos realizados por Abinaya et al., (2018) afirmaram que o exopolissacarideo isolado do
sobrenadante do cultivo da linhagem B. licheniformes, apresentou mortalidade maxima das
larvas de Ae. aegypti e de An. stephensi na concentragdo de 150pg/ml.

Considerando as caracteristicas fenotipicas das linhagens com maior atividade
larvicida neste estudo, todas séo pertencentes ao grupo dos bacilos com parede celular Gram
positivas. Na identificacdo molecular, apenas a linhagem 15PHAISP2 B. safensis foi
identificada. Os membros do género Bacillus sdo conhecidos pela capacidade de sintese de
metabdlitos bioativos com diferentes aplicacdes (DEMAIN & FANG, 2000; BADRAN et al.,
2016). Neste sentido, Revathi et al., (2013) demonstraram que, as larvas de Ae. aegypti, sdo
suscetiveis aos metabolitos produzidos pela linhagem B. subtilis, com mortalidades em
diferentes dosagens . As linhagens de B. subtilis sintetizam uma diversidade de peptideos
bioativos, com potencial para uso nos programas de controle de pragas e mosquitos vetores.
Dentre estes compostos, estdo incluidos os lipopeptideos com potencial para a atividade

inseticida.
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Avaliacéo da atividade larvicida do pellet (células lisadas) em meio com quitina

Neste experimento foram utilizadas nove linhagens, todas cultivadas em meio
quitinolitico. O uso de células lisadas obtidas pelo cultivo bacteriano em meio contendo
quitina foi aplicado contra larvas de terceiro instar de Ae. aegypti, objetivando avaliar a
influéncia da inducdo da quitina, na atividade larvicida. Os resultados obtidos referentes a
mortalidade das larvas estdo descritos na tabela.

Tabela 9: Percentual de mortalidade das larvas expostas a células lisadas com quitina

Cultura liofilizada quitina
C1 c2 C3 C4 C5 cé6 C
Linhagem 24h apos aplicacao
BTAM16NA 100 100 100 100 100 100 -
48h apds aplicacéo
BTAM16NA - - - - - - -
72h ap6s aplicacao
BTAMI16NA - - - - - - -
Legenda: C1 a C6= concentragdes; C= controle.

Considerando os resultados obtidos neste bioensaio, apenas uma linhagem demonstrou
capacidade de ocasionar a mortalidade das larvas superior a 50%. Na leitura de mortalidade
de 24h de aplicacdo das células lisadas, a linhagem BTAM16 ocasionou 100% de mortalidade
das larvas, em todas as concentra¢des: 0,362 mg/ml, 0,31675mg/ml, 0,2715 mg/ml, 0,22625
mg/ml, 0,181 mg/ml, 0,13575 mg/ml. Resultados similares de mortalidade ocasionada por
esta mesma linhagem, foi também observado anteriormente, na avaliacdo de células lisadas do
cultivo em meio NA. De acordo com estes resultados, foi demonstrado que dentre as
linhagens cultivadas nos diferentes meios de cultivos, apenas a BTAM16 apresentou
capacidade de sintese de metabdlitos bioativos com atividade larvicida tanto em meio NA,
guanto em meio quitinolitico. Considerando esta linhagem, a composicdo dos respectivos
meios, forneceu as condi¢bes necessarias para a sintese de compostos, com mecanismos de
acdo capazes de ocasionar a mortalidade das larvas, em curto periodo de tempo.

Por meio das analises da atividade larvicida, foi demonstrado que as linhagens
BTAMA49 e BT30, ocasionaram mortalidade superior a 50%, nas células lisadas do cultivo,
nos meios LB e NA, respectivamente, mas ndo apresentaram mortalidade ao serem cultivadas
em meio quitinolitico. De acordo com Bhattacharya et al., (2007); Djenane et al., (2017), a
expressdo e a producdo de compostos bioativos como, por exemplo, as quitinases, por
procariotos sdo bastante varidveis, uma vez que atuam em diferentes funcdes, como,
nutricionais ou nos mecanismos de defesa. Dessa forma, podem ser expressas constantemente

ou apos a exposicao a algum fator externo, como por exemplo, outro microrganismo.
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A auséncia da atividade larvicida nestas linhagens, no cultivo em meio quitinolitico,
necessita de analises posteriores, visto que ha a possibilidade de sintese do composto bioativo,
com mecanismo de acdo larvicida. Considerando as diferentes fontes nutricionais utilizadas,
tempo de cultivo e outros fatores, pode ser que estes metabdlitos estejam presentes no extrato,
porém em concentragdes diferentes a cada cultivo microbiano, isto pode ocasionar a auséncia
de homogeneidade dos resultados. As diferencas na atividade larvicida podem ser ainda em
relacdo a capacidade de interacdo de proteinas inseticidas, como por exemplo, Cry com
receptores especificos presentes no epitélio intestinal dos mosquitos (PIGOTT & ELLAR,
2007). A presenca desses receptores € o que torna um inseto susceptivel ao mecanismo de
acdo de uma determinada toxina, pois, mesmo em um grupo homogéneo, podem ocorrer
variacdes quanto ao numero desses receptores, o que define a especificidade e os mecanismos
de acdo de cada proteina inseticida (CHEN et al., 2017).

Neste estudo todas as amostras testadas no bioensaio com as células lisadas, foram
submetidas ao processo de liofilizacdo. Este fato poderia ocasionar a concentracdo do
composto bioinseticida. Entretanto, a alta concentracdo dos extratos, pode ter influencia
negativa, pois com a liofilizacdo, outras substancias interferentes também podem ser

concentradas, o que pode reduzir seus efeitos biologicos (SCHULZ et al., 2003).

Avaliacéo da atividade larvicida do sobrenadante filtrado do meio com quitina.

A aplicacdo do sobrenadante filtrado obtido do cultivo de bactérias em meio contendo
quitina, foi aplicado contra larvas de terceiro instar de Ae. aegypti, visando a influéncia da
quitina na sintese de metabdlitos bioativos.

A mortalidade das larvas foi avaliada nos intervalos de 24, 48 e 72 h. De acordo com
o0s resultados obtidos, apenas a linhagem BTAML16 ocasionou mortalidade acima de 50%
(Tabela). Na leitura de mortalidade em 24 h de aplicacdo, esta linhagem ocasionou 100% de
mortalidade no sobrenadante filtrado. Resultado similar de mortalidade para esta mesma
linhagem, foi observada ao serem utilizadas células lisadas obtidas do cultivo em meio com

quitina na etapa anterior.

Tabela 10: Resultado de mortalidade das larvas expostas ao sobrenadante com quitina

Cultura liofilizada quitina
C1 c2 C3 C4 C5 Cé6 C
Linhagem 24h apds aplicagdo
BTAM16NA 100 100 100 100 100 100 -
48h apos aplicacdo

BTAM16NA - -
72h ap6s aplicacao
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BTAM16NA - - - - - - -
Legenda: C1 a C6=concentracbes; C=Controle.

Considerando os resultados obtidos neste teste, foi possivel observar que dentre as
nove linhagens analisadas, nenhuma ocasionou mortalidade similar tanto no sobrenadante do
meio com quitina, quanto no sobrenadante do cultivo dos meios NA, LB e ISP2. Na leitura de
mortalidade em 24h de aplicacdo, a linhagem BTAM16 apresentou 100% de mortalidade das
larvas, em todas as concentragOes testadas: 100ulL, 750 uL, 500 uL, 375 uL, 250 uL, 187,5
uL, do sobrenadante do cultivo, em meio com quitina. No entanto, esta mesma linhagem
ocasionou mortalidade inferior a 50%, em todas as concentracfes, nos trés intervalos de
leitura, no sobrenadante do cultivo, em meio NA. Resultados divergentes foram observados
na linhagem BT30. Esta linhagem, ndo ocasionou mortalidade em nenhum intervalo de leitura
no sobrenadante, em meio com quitina. Entretanto, em leitura de 72h apresentou mortalidade
superior a 50% no sobrenadante do cultivo em meio NA, em quatro concentracfes, com
valores correspondentes a 97,33, 93,33, 84,66 e 72,66% respectivamente.

Os resultados de mortalidade obtidos neste estudo, na aplicacdo do sobrenadante da
linhagem BTAM16, mostraram que dentre os dois meios utilizados, o meio com quitina
desempenhou importante papel para a sintese dos compostos bioativos, secretados com
potencial patogénico. Em relacdo a producdo de biomoléculas como, por exemplo, enzimas
quitinases, Avramenko; Galynkin (2010) abordaram que a presenca de quitina coloidal no
meio de fermentacdo, ocasionou aumento de 33% na producdo destas enzimas, por
Streptomyces griseus.

Neste estudo, foi também observado que a adicdo de outra fonte de carbono ao meio
de cultura, contendo quitina pode proporcionar efeitos heterogéneos. De acordo com a anélise
dos resultados, a linhagem BT30 cultivada em meio NA, apresentou atividade larvicida no
sobrenadante filtrado. No entanto, esta linhagem nédo apresentou mortalidade no sobrenadante
do cultivo, em meio contendo quitina. As diferencas na atividade larvicida podem ter sido
ocasionadas, devido a presenca de glicose, no meio com quitina. De acordo com Reyes et al.,
(2012) a repressdo/inducdo da sintese de enzimas quitinoliticas, por meio da presenca de
glicose no meio com quitina, pode interferir na expressdo dos genes responsaveis pela
producdo destas enzimas e outros metabdlitos bioativos. Outro fator a ser considerado, é o
desconhecimento das suas vias metabdlicas, entdo pode ser que esta linhagem apresente
capacidade de sintese de enzimas biossintéticas, repressoras de metabolitos, na presenca de

alta concentracéo de carbono.
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Considerando a alteracdo no potencial entomopatogénico da linhagem BT30, no
sobrenadante do cultivo em meio quitinolitico, pode ser que a producdo da biomolécula e
consequentemente o mecanismo de acdo, foram afetados pelo processo de fermentacdo ou
pelas condicdes de cultivo. Neste sentido, Abdel-Fattahet al., (2005) abordaram que a sintese
de biomoléculas, de origem microbiana, assim como a expressao dos mecanismos de a¢éo,
depende de diversas variaveis como, processo de otimizacdo e formulagdo dos meios de
cultivos. De acordo com DEMAIN & FANG, (2000), CHANDRASEKARAN et al., (2014),
microrganismos isolados de seu nicho ambiental podem produzir metabdlitos biaotivos,
durante as primeiras culturas, no entanto, no decorrer dos cultivos, podem reduzir a producéo,
bem como o mecanismo de acdo. Dessa forma, o cultivo de microrganismos exige
conhecimentos da fisiologia microbiana, para assim fornecer as condi¢des adequadas ao
crescimento e a producdo da biomolécula desejada.

Em relacdo a alta atividade larvicida da linhagem BTAM16, no sobrenadante em meio
de cultivo com quitina e a baixa atividade no cultivo em meio NA, é provavel que devido a
presenca da quitina, tenha ocorrido mecanismo de acdo quitinolitico. Considerando a
expressao do mecanismo de acdo destas enzimas, possivelmente ocorreram alteracfes na
permeabilidade e capacidade de protecdo ao epitélio do intestino médio, da membrana
peritréfica das larvas e como consequéncia pode ter ocasionado a septicemia
(KELKENBERG et al., 2015; BERINI et al., 2016). No entanto, os dados obtidos neste
estudo sdo preliminares e sem 0 isolamento e a caracterizacdo peptidica da enzima, ndo €
possivel afirmar tal mecanismo de acdo. Estudos posteriores, como por exemplo, a
microscopia eletrénica de transmissdo podera fornecer mais informac6es sobre o efeito desses

compostos bacterianos, nas larvas de Ae. aegypti.

Correlacdo entre atividade larvicida e a presenca de genes codificadores de
enzimas quitinases em linhagens de bacilos

Considerando os resultados da atividade larvicida e os de amplificacdo do gene Chi,
foram observados que, apenas a linhagem R11I1SP2 apresentou mortalidade acima de 50%
apos 48 horas de exposicdo (ver tabela 11). Quando esta mesma linhagem foi testada com o
sobrenadante, houve a reducdo de mortalidade em leituras de 24, 48 e 72 h, apresentando
respectivamente 3, 10 e 16%. Nos testes com células lisadas houve também a reducdo de
mortalidade em leituras de 24, 48 e 72 h, demonstrando 9, 12 e 15%. Estes resultados diferem
da linhagem padréao BtiO1 (Bacillus thuringinensis serov. israelensis), no qual foi confirmada

a presenca do gene Chi e atividade larvicida de 100% de mortalidade tanto nos bioensaios
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seletivos quanto nos bioensaios de dose. As linhagens BTAM27NA, 103PHAISP2,
BTAM138LB e K2NA ndo apresentaram atividade larvicida, porém, foi confirmada a
presenca do gene Chi nestas linhagens. J& na linhagem padrdo houve combinacdo entre a
presenca do gene Chi e a atividade larvicida, sugerindo que estas enzimas podem estar

presentes e contribuindo para o aumento da atividade.

Tabela 11: Linhagens com a presenca e auséncia de atividade larvicida e do gene Chi.

Mortalidade % Mortalidade %

N° Linhagem 24h  48h 72h Chi  N° Linhagem 24h  48h  72h  Chi
01 Bti01 100 - - + 15 C25ENA 100 - - -
02 2WISP2 56 633 666 - 16  103PHAISP2 - - - +
03 BTAM27LB 33 - - + 17  BTAM138LB - - - +
04 15PHAISP2 - 66,6 - - 18  BT30NA 60 100 - -
05 51BTISP2 90 96,6 - - 19  58PHAISP2 466 50 70 -
06 R22ISP2 46,6 80 833 - 20  59PHAISP2 36,6 56,6 - -
07 BTAMI18LB 10 - - + 21  BTAMO6NA 100 - - -
08 BT130NA 70 - 80 - 22 4MENA 100 - - -
09 26MENA 100 - - - 23 K2NA - - - +
10 C39ISP2 100 - - - 24 BTAM16NA 100 - - -
11 R171SP2 33 233 50 - 25 GDO02.3 - 36,6 533 -
12 GD02.13 100 - - - 26 R11ISP2 10 80 900 +
13 BSBIOLB 333 533 633 - 27  BCLBIOLB 26,6 56,6 66,6

14 BTAMA49LB

Legenda: N° = nimero; += presenca; - = auséncia.

Neste estudo, foi possivel observar linhagens que apresentaram atividade larvicida e
auséncia do gene Chi, considerando que outros fatores de viruléncia e patogenicidade podem
estar presentes nestas linhagens. Este fato evidencia que outras enzimas quitinoliticas ou
moléculas podem estar envolvidas na atividade larvicida. Considerando a grande variabilidade
genética e bioquimica de quitinases (diferentes mecanismos de acao, espectro de atividade) é
possivel que essas biomoléculas ndo apresentem atividade funcional nas larvas testadas. As
enzimas quitinases expressas por diversos microorganismos sdo bastante variavéis, uma vez
que atuam em diferentes fungdes, como por exemplo, obtencdo de meios nutricionais para o
organismo ou mecanismos de defesa. Além disso, essas enzimas podem ser expressas
constantes ou apos a exposicdo a algum fator externo, como por exemplo, nos mecanismos de
microparatismo ou antibiose (DJENANE et al., 2017).

Outros fatores que influenciam na atividade larvicida sdo os complexos de sistemas
quitinolticos como, por exemplo, a degradacdo enzimatica completa da quitina insolivel em
N-acetilglucosaminas (CHERNIN et al., 1998; SOMEYA et al.,, 2001). Existem muitos
componentes proteicos associados aos sistemas quitinoliticos que podem melhorar ou regular
0 mecanismo de acdo das quitinases (DESPHANDE, 1986; SUSUKI et al., 2002). Além
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disso, outros fatores também infleunciam na atividade das enzimas quitinases. Neste caso,
Juarez-Hernandez et al., (2017) relataram que determinados casos de delecdo dos dominios
ligantes em quitina de quitinases sobre a atividade e estabilidade dessas enzimas nem sempre
é muito previsivél, podendo execercer efeito sobre a atividade hidrolitica. Ja outros autores
relatam que podem reduzir a atividade hidrolitica (SHA et al., 2016).

Considerando estes resultados sugerem que investigue o dominio bioldgico ligante em
quitina de uma quitinase sobre o desenvolvimento de insetos ou sobre o sinergismo a fim de

confirmar a verdadeira funcdo da enzima no controle de Ae. aegypti.

CONCLUSAO
Caracterizacédo fenotipica e molecular

v' Das 124 linhagens estudadas foram caraterizadas 114 bacilos Gram positivos e 10
bacilos Gram negativos, das quais apenas 33 linhagens foram identificadas em nivél
de espécie e género; dividido em quatro géneros;

Atividade larvicida

v' O potencial larvicida das 124 linhagens demonstrou que apenas 21 linhagens
apresentam atividade larvicida contra larvas de Ae. aegypti.

v' Considerado os resultados dos extratos brutos intra e extracelulares dos bacilos,
apenas trés linhagens apresentaram mortalidade para o extrato com sobrenadante e
sete linhagens apresentaram mortalidade no extrato bruto de células lisadas.

v As linhagens cultivadas com meio contendo quitina demonstraram o baixo nivel de
mortalidade, sendo que apenas a linhagem BTAM16 foi promissora.

Deteccéo génica

v Quanto a deteccdo molecular, apenas seis linhagens amplificaram para o I6cus génico
Chi que codifica uma enzima quitinase;

v" Néo foi possivel observar a correlacdo entre atividade larvicida com a presenca do
gene Chi.

Os resultados apresentados evidenciaram o potencial larvicida de Bacillus spp., para o
controle das larvas de Ae. aegypti. Dessa forma, estas linhagens combinadas com a presenca
do gene Chi surgem como alternativa para o controle bioldgico desses vetores. Portanto sdo
necessarias mais pesquisas para identificar, caracterizar e elucidar os mecanismos envolvidos
na patogenicidade desses mosquitos. Além disso, descobrir novas moléculas bioinseticidas

oriundas de bactérias da microbiota Amazonica.
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