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RESUMO  

Os mosquitos Aedes aegypti (Linnaeus, 1758), Anopheles darlingi Root, 1926 e Culex 

quinquefasciatus Say, 1823 são insetos de grande importância para a saúde pública, pois são 

vetor de diversos agentes etiológicos de doenças ao homem. O controle desses vetores é a 

ferramenta mais eficiente para conter a transmissão desses patógenos e, a bactéria Bacillus 

thuringienisis é o agente de controle biológico mais utilizado no mundo devido sua 

especificidade e segurança na aplicação. O presente estudo objetivou selecionar isolados de B. 

thuringiensis com patogenicidade para larvas de Ae. aegypti, C. quinquefasciatus e An. 

darlingi em laboratório. Além disso, verificou-se a presença do gene cyt1Aa em isolados 

obtidos de diferentes fontes de isolamento, as quais foram utilizadas para sequenciamento de 

uma região de 300 pares de bases. 553 isolados de B. thuringiensis obtidos dos biomas 

Amazônia, Caatinga e Cerrado, mantidas no Banco de Bacilos do Maranhão foram testadas 

em bioensaios de patogenicidade em larvas de terceiro instar de Ae. aegypti. Os isolados com 

atividade larvicida foram utilizados em bioensaios com larvas de C. quinquefasciatus e An. 

darlingi e caracterizados quanto a presença de 14 genes cry, 6 genes cyt e o gene chi.  37 

(6,7%) isolados apresentaram atividade larvicida, com amplificação positiva para os genes 

cry, cyt e chi. Os genes mais frequentemente amplificados foram cry4Aa e cry4Ba (59,4%). 

12 (2,2%) isolados que apresentaram 100% de mortalidade em 24 horas foram utilizadas em 

bioensaios para estimar as concentrações (CL50) e (CL90) contra larvas de Ae. aegypti e An. 

darlingi. Os isolados BtMA-690 e BtMA-1114 mostraram toxicidade semelhante a cepa 

padrão Bti T04 001 para Ae. aegypti com valor de CL50 (0,003mg/L) após 48 horas de 

exposição. Os isolados BtMA-689 e BtMA-690 foram as mais tóxicas em An. darlingi, com 

valores de CL50 de 0,003 mg/L e 0,004 mg/L, respectivamente. A maior frequência de 

isolados com a presença do gene cyt1Aa foi obtida de amostras do bioma Cerrado, tanto 

isolados de solo, quanto de insetos, ambos com 3,4%. O sequenciamento do gene cyt1Aa 

evidenciou que para essa região de 300 pares de bases o gene é conservado, pois não 

verificou-se variação de bases em nenhum dos isolados, que resultou em 100% de 

similaridade com as sequências depositadas no GenBank. Desta forma, considera-se que os 

isolados obtidos no presente estudo têm potencial para aplicação no controle desses insetos 

vetores.  

Palavras chave: Vetores de doenças, Controle biológico, Bactéria entomopatogênica, Genes 

cry e cyt. 
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ABSTRACT 

Aedes aegypti (Linnaeus, 1758), Anopheles darlingi Root, 1926 and Culex quinquefasciatus 

Say, 1823 mosquitoes are insects of great importance for public health, because they are 

transmitters of several etiological agents of diseases to man. The vectors control is the most 

efficient tool to contain the transmission of these pathogens, and the bacterium Bacillus 

thuringiensis is the biological control agent most used in the world for its specificity and 

safety in use. The present study aimed to select strains of B. thuringiensis with pathogenicity 

for Ae. aegypti, C. quinquefasciatus and An. darlingi larvae in the laboratory. In addition, we 

verified the presence of the cyt1Aa gene in strains obtained from different sources of isolation 

and sequencing of a region of 300 base pairs. 553 strains of B. thuringiensis isolated from 

Amazonia, Caatinga and Cerrado biomes, maintained at the Bank of Bacilli of Maranhão, 

were tested in pathogenicity bioassays in third instar Ae. aegypti larvae. The isolates with 

larvicidal activity were used in bioassays with larvae of C. quinquefasciatus and An. darlingi 

and characterized as the presence of 14 cry genes, 6 cyt genes and the chi gene. 37 (6.7%) 

lines showed larvicidal activity, with positive amplification for the cry, cyt and chi genes. The 

most frequently amplified genes were cry4Aa and, cry4Ba (59.4%, both). 12 (2.2%) strains 

that presented 100% mortality in 24 hours were used in bioassays to estimate concentrations 

(LC50) and (CL90) against Ae. aegypti and An. darlingi. The BtMA-690 and BtMA-1114 

strains showed similar toxicity to the Bti standard strain T04 001 for Ae. aegypti with LC50 

value (0.003mg/L) after 48 hours of exposure. The BtMA-689 and BtMA-690 strains were 

the most toxic in An. darlingi with LC50 values of 0.003 mg/L and 0.004 mg/L, respectively. 

The highest frequency of isolates with the cyt1Aa gene presence was obtained from Cerrado 

biome samples, both soil isolates and insects, with 3.4% (both). Sequencing of the cyt1Aa 

gene showed that for this region of 300 base pairs the gene is conserved, since there was no 

base variation for any of the isolates under study, which resulted in 100% similarity to the 

sequences deposited in GenBank. Thus, it is considered that the isolates obtained in the 

present study have potencial for aplication in the control of these insects vectors. 

 

Keywords: Disease vectors, Biological control, Entomopathogenic bacterium, cry and cyt 

genes. 
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APRESENTAÇÃO  

 

A presente tese trata sobre o estudo de isolados de Bacillus thuringienis para o 

controle de mosquitos Aedes aegypti, Anopheles darlingi e Culex quiquefasciatus. Estudou-se 

os isolados obtidos de três biomas brasileiros: Amazônia, Cerrado e Caatinga e os dados estão 

apresentados em três capítulos. O Capítulo I, publicado na Revista Acta Tropica (em 2017) 

discorre sobre a seleção das linhagens com patogenicidade para as três espécies e a toxicidade 

para larvas de Ae. aegypti, além da caracterização dos genes cry e cyt nas linhagens tóxicas.  

O Capítulo II aborda a toxicidade das linhagens para larvas de An. darlingi com estimativa de 

CL50 e CL90. O Capítulo III, apresenta os dados sobre a frequência do gene cyt1Aa em 

isolados nativos obtidos do solo dos três biomas, insetos mortos e água e o sequenciamento de 

uma região de 300 pares de bases.  
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1. INTRODUÇÃO   

1.1 Mosquitos e importância epidemiológica 

Os mosquitos são insetos pertencentes à ordem Diptera, família Culicidae, da qual são 

conhecidas atualmente mais de 3.500 espécies, distribuídas em todo o globo terrestre, 

presentes nas cinco regiões zoogeográficas (Harbach 2017; WRBU 2017). Muitas espécies 

são veiculadoras de algum patógeno ao homem, como vírus, bactérias, protozoários e 

nematódeos (WHO 2017; WRBU 2017).  

As doenças cujos agentes etiológicos são transmitidos por mosquitos vetores, estão 

entre as principias enfermidades que afetam os humanos.  No cenário atual, mais de 80% da 

população mundial encontra-se em áreas de risco de transmissão de algumas dessas doenças, 

e 50%, sob o risco de infecção por duas ou mais doenças, concomitantemente.  Tais doenças 

causam grande impacto social e econômico em todo o mundo (WHO 2017). 

Entre as principais doenças, as quais os mosquitos são vetores dos agentes etiológicos 

estão a malária, filariose, febre amarela, dengue, zika, chikungunya, todas com registro de 

casos no Brasil (Ebi e Nealon 2016; Ferreira e Castro 2016; Lima-Camara 2016). 

Os mosquitos dos gêneros Culex Linnaeus, 1758, Aedes Meigen, 1818 e Anopheles 

Meigen, 1818 são os principais vetores de agentes patogênicos ao homem no Brasil. 

Notadamente as espécies Aedes aegypti Linnaeus, 1762 e Anopheles darlingi Root, 1926, são 

as espécies transmissoras dos patogênos que acomentem a maior parcela do população 

brasileira (Brasil 2017a). 

 

1.2 Aedes aegypti e a transmissão de patógenos  

O mosquito Ae. aegypti já foi encontrado infectado por múltiplos patógenos. No 

Brasil, é transmissor de diferentes agentes patogênicos ao homem, como vírus Dengue, Zika, 

Chikugunya e Febre Amarela Urbana entre outros (Consoli e Lourenço de Oliveira 1994; 

Foratinni 2002; Böhm et al. 2016; Brito e Cordeiro 2016; Lima-Camara 2016).  
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A dengue é reconhecida atualmente como um dos principais problemas de saúde 

pública no mundo (Figura 1), é uma das arboviroses de maior impacto para a saúde pública do 

Brasil. É considerada doença reemergente, registrada de forma ininterrupta ao longo das 

últimas décadas (Böhm et al. 2016; Ebi e Nealon 2016). O número de casos de dengue 

cresceu nos últimos anos no Brasil, tendo sido registrados mais de 1 milhão de casos 

prováveis no ano de 2016 e, em 2017 até a 35ª semana epidemiológica, foram notificados 

219.040 casos, como registro de casos graves e óbitos (Brasil 2017b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Mapa que demarca a área de registro de casos de dengue no mundo. 

Fonte: CDC (Centers for Disease Control and Prevention, 2017). 

 

As doenças zika e chikungunya também têm preocupado os órgãos de saúde pública 

de todo o mundo, principalmente devido a associação do vírus Zika com complicações 

neurológicas em seres humanos, como a microcefalia, e também devido a síndrome de 

Guillain-Barré (Araújo et al. 2016; Duarte et al. 2017). No Brasil, a introdução desses vírus é 

recente (2014), porém encontram-se disseminados por todo território nacional, no qual são 

registrados elevados índices das doenças. Para chikungunya e zika, em 2016 foram 

notificados 277.882 e 216.207 casos prováveis, em 2017, até 35º semana epidemiológica 

foram 171.930 e 15.586 casos, respectivamente (Brasil 2017b).  

A transmissão desses patógenos ao homem se dá pela picada das fêmeas do Ae. 

aegypti infectadas com vírus, que, por sua vez, são contaminadas por meio de repasto 

sanguíneo em indivíduos infectados. Após a infecção, o homem serve como fonte de 

contaminação durante todo o período de viremia (Foratinni 2002; Lima-Camara 2016).  

O Ae aegypti é altamente domiciliado e antropófilo, vive diretamente associado às 

habitações humanas e coloca seus ovos nos mais variados tipos de recipientes com água, 
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mantidos pelo homem. Tem se mostrado capaz de usar diferentes tipos de micro-habitat, o 

que facilita a sua dispersão (Forattini 2002; Soares-da-Silva et al. 2012; Ferreira-Keppler et 

al. 2017; Montagner et al. 2017).  

Assim como os demais mosquitos, o Ae. aegypti é holometábolo, apresenta os estágios 

de ovo, larva, pupa e adulto, sendo os estágios imaturos aquáticos (Figura 2).  As fêmeas são 

sugadoras rápidas e persistentes, realizam hematofagia, o que é necessário para maturação dos 

ovos.  Esse mosquito não apresenta concordância gonotrófica, pois, em um único ciclo, 

podem realizar mais de um repasto sanguíneo (Forattini 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ciclo biológico do Aedes aegypti. Fonte: CDC (Centers for Disease 

Control and Prevention, 2017). 

 

O Ae. aegypti apresenta considerável habilidade de disseminação, o que ocorre devido 

à capacidade dos ovos em resistir às condições adversas por um longo período, devido a um 

processo denominado de diapausa embrionária (Forattini 2002; Soares-Pinheiro et al. 2017). 

A biologia do Ae. aegypti é bastante compreendida, devido à facilidade de manutenção de 

população desse vetor em laboratório, isso tem contribuído para o entendimento acerca do 

         Ovos         Larvas 

       Pupas 

Emergência do adulto 
Adulto 



23 
 

desenvolvimento desses indivíduos e, principalmente, para estudos sobre as estratégias de 

controle.  

 

 1.3 Anopheles darlingi e a transmissão da malária 

 

O gênero Anopheles também abrange mosquitos de grande importância para a saúde 

pública, pois as fêmeas são transmissoras dos plasmódios, agentes etiológicos da malária, que 

é considerada maior doença infecciosa da humanidade (Consoli e Oliveira 1994; Forattini 

2002; Nussenzweig 2011). Nas últimas quatro décadas, o Brasil registrou mais de 30% dos 

casos de malária das Américas (Siqueira et al. 2016), sendo mais de 83% dos casos 

registrados na região amazônica (Siqueira et al. 2017). 

Nas Américas, os principais vetores da malária são Anopheles nuneztovari Galbadon, 

1940, Anopheles albimanus Wiedemann, 1820, Anopheles aquasalis Curry, 1932 e a espécie 

An. darlingi (Figura 3), que é o principal responsável pela transmissão da doença no Brasil, 

especificamente na Amazônia brasileira, região que detém mais de 99% dos casos da doença 

no país (Consoli e Lorenço-de-Oliveira 1994; Tadei et al. 1998; Tadei e Duraty-Thatcher 

2000; Nussenzweig 2011; Tadei et al. 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fêmea adulta de Anopheles darlingi 

realizando repasto sanguíneo. Fonte: CDC (Centers for 

Disease Control and Prevention). 
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Anopheles darlingi é considerado o anofelino mais frequente no domicílio e apresenta 

acentuada antropofilia e comportamento endófilo. Costuma picar o homem dentro das casas, 

com maior pico de atividade hematofágica no período crepuscular, podendo se estender 

durante a noite. Esse comportamento é considerado ciclo de picada unimodal (Forattini 2002; 

Gama et al. 2009; Barbosa et al. 2016). Outra característica importante é que esse mosquito 

possui elevada capacidade de colonizar áreas antropizadas, dessa forma, é capaz se 

estabelecer em áreas utilizadas pelo homem (Rodrigures et al. 2017).  

A transmissão da malária ocorre pela picada de fêmeas do mosquito infectadas por 

protozoários do gênero Plasmodium. São conhecidas cinco espécies causadoras da malária em 

seres humanos: Plasmodium knowlesi Sinton and Mulliga 1933, Plasmodium ovale Stephens 

1922, Plasmodium vivax Grassi e Feletti 1890, Plasmodium malariae Feletti e Grassi 1889 e 

Plasmodium falciparum Welch 1897, sendo que somente as três últimas são registradas no 

Brasil. P. falciparum é a espécie causadora da malária grave, para qual pode até haver 

complicações neurológicas e morte (Nussenzweig 2011; Wassmer e Grau 2017). 

Apesar da redução da malária no mundo inteiro, o número de casos da doença ainda é 

alarmante (WHO 2017). Fatores como o aquecimento global e as atividades antropogênicas, 

são condições predisponentes para o aumento da transmissão da doença (Rossati et al. 2016). 

Nesse sentido, é essencial a continuidade das ações que levaram a redução da malária no 

mundo, e o controle das populações dos vetores é a principal medida preventiva adotada pelos 

programas de eliminação da doença (WHO 2011; Ferreira e Castro 2016; Recht et al. 2017).  

 

1.4 Controle dos mosquitos vetores 

 

Atualmente vivemos um novo contexto na dinâmica da transmissão de agentes 

patogênicos por mosquitos, uma vez que, com a globalização e maior fluxo de pessoas entre 

os diferentes continentes, há o favorecimento da disseminação dos patógenos em um curto 

espaço de tempo (Benelli e Mehlhorn 2016; Lima-Camara 2016). Essas condições, aliadas à 

ampla distribuição dos vetores, podem proporcionar o surgimento de doenças em muitas áreas 

distintas (Imperato 2016). 

Outros fatores também possuem correlação positiva com a dispersão dos mosquitos, 

como a urbanização sem planejamento, crescimento populacional desordenado, fatores 
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ambientais como o aquecimento global, o que torna esses mosquitos capazes de estabelecer 

populações em regiões não infestadas anteriormente (Lima-Camara 2016).   

Desde a descoberta do papel dos mosquitos na transmissão de patógeno ao homem o 

conhecimento acerca do controle dessas espécies vem sendo amplamente estudada. Embora, 

um método efetivo para o controle desses insetos ainda constitui um grande desafio para os 

órgãos de saúde pública em todo mundo (WHO 2017). 

Alguns fatores são os principais agravantes nas atividades de combate aos mosquitos, 

como: facilidade de reprodução e de adaptação as mais diversas condições e o rápido 

crescimento de população com resistência a inseticidas rotineiramente empregados, o que é 

favorecido pelo ciclo rápido e crescimento acelerado das gerações de mosquitos (Braga et al. 

2004; Marcombe et al. 2012; Rocha et al. 2015; Al Nazawi et al. 2017; Moyes et al. 2017). 

No Brasil, historicamente, o combate aos mosquitos transmissores de patógenos ao 

homem é feito com aplicações de inseticidas químicos. Essa medida tem sido a principal 

técnica utilizada, desde do início das primeiras campanhas de combate a mosquitos vetores no 

país (Carvalho e Silva 1999; Pinheiro e Tadei 2002; Lima et al. 2003; Flores et al. 2004; 

Lima et al. 2006; Braga e Valle 2007a; Silva et al. 2014). 

A utilização prolongada e intensiva dos inseticidas químicos resultou em resistência 

para diversas espécies de mosquitos em diferentes lugares no mundo (Moyes et al. 2017). 

Resistência a quatro classes de inseticidas químicos: carbanatos, organoclorados, 

organofosforados e piretróides, foi detectada em populações de Ae. aegypti em pelo menos 

três continentes, em que foram detectadas mutações em sítios alvo dos inseticidas, também 

conhecidas como resistência target site e mutações do tipo Kdr “knock-down resistance” 

(Carvalho e Silva 1999; Braga e Valle 2007b; Macoris et al. 2014; Silva et al. 2014; Zara et 

al. 2016; Moyes et al. 2017). Para An. darlingi foi detectada perda de susceptibilidade a 

alguns inseticidas rotineiramente utilizados (Silva et al. 2014; Galardo et al. 2015).  

Diante do cenário atual, métodos alternativos aos tradicionais químicos são 

recomendados, principalmente inseticidas para os quais há menor chance de causar resistência 

e danos na natureza (Corbel et al. 2017). Nessa perpectiva, os agentes de controle biológico 

ganham notoriedade, pois apresentam como principal vantagem a capacidade de interagir de 

forma específica com o inseto alvo; menor chance de levar a resistência; além de não causar 

danos aos ecossistemas nos quais são utilizados (Alves 1998; Lacey et al. 2015; Saldanã et al. 

2017). 
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Considerando o controle de Ae. aegypti no Brasil, que se iniciou ainda no século XX 

para o controle da transmissão da febre amarela, foram feitas essencialmente aplicações de 

inseticidas químicos em criadouros artificiais encontrados no intradomícílio e peridomicílio 

das residências (Braga e Valle 2007a; Zara et al. 2016).  

Com os avanços da biologia molecular, diferentes estratégias inovadoras para o 

controle biológico de mosquitos adultos estão em fase desenvolvimento e aprimoramento 

(Zara et al. 2016; Macias et al. 2017). Técnicas de manipulação genética (ex: sterile insect 

technique) (Alphey et al. 2010), bem como, a utilização de fêmeas de Ae. aegypti infestadas 

com a bactéria Wolbachia sp., que mostrou-se capaz de bloquear a infecção dos mosquitos 

pelos patógenos, estão sendo testadas (Oliveira et al. 2015; Pimenta de Oliveira et al. 2017). 

Até mesmo a utilização de técnicas de edição de genes (Macias et al. 2017). 

De forma semelhante, no controle de An. daringi, também foram utilizados, 

essencialmente, inseticidas químicos tanto para o controle de larvas, como para adultos. Até o 

momento, apesar dos estudos indicarem  potencialidades quanto à aplicação de técnicas 

moleculares e controle biológico, estes ainda são pouco utilizados. Por outro lado, diversas 

classes de inseticidas químicos são recomendadas para utilização, como: piretróides, 

organoclorados, organofosforatos e carbamatos (WHO 2011), seja para aplicação direta em 

criadouros, onde se encontram as formas imaturas, ou para utilização combinada com 

métodos físicos de proteção, como exemplo, mosquiteiros impregnados com inseticidas 

(Hamel et al. 2011; West et al. 2015; Tukei et al. 2017).  

Estudos de agentes microbianos com atividade inseticida contra larvas de mosquitos 

transmissores de agentes causadores de doenças ao homem estão em andamento (Costa et al. 

2010; Sarmento et al. 2016; Fukruksa et al. 2017). Nesse contexto, as bactérias 

entomopagênicas, como o B. thuringiensis, Berliner 1911, representam o princípio ativo mais 

promissor na fabricação de inseticidas, principalmente pelo mecanismo de ação especifico.  

1.5 Bacillus thuringiensis: mecanismo de ação e controle de mosquitos 

A espécie B. thuringiensis é isolada em todo o planeta. É uma das bactérias mais 

utilizadas na fabricação de inseticidas biológicos e nas aplicações de técnicas biotecnológicas 

para o controle de insetos em todo o mundo (Höfte e Whiteley 1989; Polanczyk e Alves 2003; 

Glazer e Filho 2016; Liu et al. 2016). A sua utilização aumentou significativamente ao longo 

das últimas décadas, pois é uma bactéria facilmente produzida em larga escala, o que favorece 
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a sua aplicação em campo (Kumar et al. 2008; Andrade Angelo et al. 2010; Bravo et al. 

2011). Bacilllus thuringiensis é um bastonete 1 a 1,2 por 3 a 5 µm, é uma bactéria gram-

positiva, aeróbica facultativa; cresce na faixa de temperatura de 10 a 45 °C, e forma esporos 

elípticos e cilíndricos (Martin e Travers 1989; Habib e Andrade 1998; Soares-da-Silva et al. 

2015; Boukedi et al. 2016; El-Kersh et al. 2016; Reyaz et al. 2017; Sauka e Benintende. 

2017).  

A ação inseticida de B. thuringienisis é conferida pela presença de cristal de 

proteínas produzido durante a fase de esporulação, que atuam como toxinas inseticidas (Alves 

1998; Polanczyk e Alves 2003). Essas proteínas são conhecidas como δ-endotoxinas, que são 

compostas de duas famílias multigênicas, as proteínas Cry (Crystal) e Cyt (Citolíticas), as 

quais são tóxicas a insetos de diferentes ordens (Höfte e Whiteley 1989; Alves 1998; Bravo  e 

Soberón 2007; Frankenhuyzen 2013; Badran et al. 2016).  

As proteínas do cristal tornam-se tóxicas para os insetos quando são ingeridas pelas 

larvas. Após a ingestão, os cristais são solubilizados no pH alcalino intestinal, devido a 

presença de enzimas digestivas, e são convertidos em polipeptídios tóxicos. As toxinas ativas 

ligam-se aos receptores específicos na membrana apical das células colunares do intestino 

médio, o que interfere no gradiente iônico e no balanço osmótico das células, formando poros, 

causando lise, consequentemente ruptura e desintegração, o que culmina com a morte do 

inseto (Hofte e Whiteley 1989; Bravo et al. 2007; Copping e Menn 2000; Zhang et al. 2016) 

(Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mecanismo de ação de Bacillus thuringiensis na membrana do epitélio 

intestinal de larvas de insetos. Fonte: Bravo et al. 2011. 
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Bacillus thuringiensis é continuamente isolado de diversos substratos, tais como: solo, 

insetos mortos, plantas entre outros. Os diferentes isolados obtidos têm mostrado elevada 

toxicidade para diversos grupos de insetos, o que evidencia o seu potencial como agente de 

controle biológico (Bravo et al. 1998; Raymond et al. 2010; Salama et al. 2015; Soares-da-

Silva et al. 2015; El-Kersh et al. 2016; Reyaz et al. 2017).  

A utilização de B. thuringiensis demonstra sucesso no controle de insetos de 

importância agrícola, pois as proteínas inseticidas Cry são empregadas para produção de 

plantas transgênicas que são resistentes a pragas. As plantas transgênicas demonstraram ser 

muito eficiente no controle de importantes insetos de interesse agrícola em todo mundo 

(Bobrowski et al. 2003; Galzer e Azevedo-Filho 2016).  

Em relação ao emprego de B. thuringiensis no controle de mosquitos, a subespécie 

Bacillus thuringiensis isralensis é utilizada mudialmente, tem demostrado eficiência e com 

histórico de sucesso em todas as regiões onde foi aplicada (Bravo et al. 2011). Até o 

momento, não há evidências de populações de mosquitos resistentes a B. thuringiensis 

isralensis (Tetreau et al. 2013; Ngoagouni et al. 2016; Suter et al. 2017). Contudo, a 

utilização de B. thuringiensis isralensis no controle de mosquitos ainda é bastante limitada, 

apesar da elevada eficiência no controle de forma imatura de mosquitos dos gêneros Aedes, 

Culex e Anopheles (Ben-Dov 2014).  

Bacillus thuringienisis apresenta diferentes características que o distinguem de outros 

entomopatógenos. A principal é a elevada variabilidade genética, pois os genes cry localizam-

se geralmente em grandes plasmídeos, frequentemente conjugativos, o que pode possibilita a 

formação de linhagens com diversos perfis de toxicidade, o que representa vantagem frente a 

outros patógenos. Na natureza é possível encontrar linhagens com diferentes perfis genéticos 

e com toxicidade distinta (Costa et al. 2010; Elleuch et al. 2015).  

Isolamento e seleção de B. thuringiensis em diferentes tipos de ambientes tem 

possibilitado a descoberta de diversas combinações de genes cry e cyt (Costa et al. 2010; 

Santos et al. 2012; El-Kersh et al. 2014; 2016). Atualmente, são conhecidas cerca de 400 

toxinas Cry de B. thuringiensis, com ação para vários grupos de insetos: Coleoptera, 

Lepidoptera, Hymenoptera, Isoptera, Orthoptera, Siphonaptera, Thisanoptera, Mallophaga, 

Hemiptera e Diptera (Frankenhuyzen 2013; Crickmore 2017).  

A última revisão sobre a ação das toxinas Cry com ação para mosquitos, aponta que 

existem pelo menos 20 toxinas com atividade para esses insetos, das quais a maioria apresenta 
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toxicidade para larvas de Ae. aegypti (Frankenhuyzen 2013). Continuamente são descritos 

novos genes e toxinas Cry em isolados obtidos em todo mundo (Crickmore 2017).  

Em contraste, para a família das toxinas Cyt, são conhecidas atualmente 11 proteínas 

inseticidas (Crickmore 2017). Diferente do amplo espectro das Cry, as toxinas Cyt mostram 

especificidade, principalmente à dipteros, e têm sido relatadas somente em linhagens com 

ação especifica para esses insetos, mostrando-se importante componente para o controle de 

mosquitos (Ben-Dov 2014). Atualmente seis toxinas Cyt possuem ação comprovada para 

larvas de mosquitos: Cyt1Aa, Cyt1Ab, Cyt1Ba, Cyt2Aa, Cyt2Ba e Cy2Bc (Crickmore 2017). 

As toxinas Cry e Cyt, quando presentes na mesma linhagem, atuam em sinergismo. 

Tais toxinas mostram formas distintas de ação (Crickmore 1995; Otieno-Ayayo et al. 2008; 

Cantón et al. 2011; Côrrea 2012). As toxinas Cry precisam se ligar a receptores específicos no 

epitélio intestinal das larvas, por outro lado as toxinas Cyt apresentam ação hemolítica e 

citolítica; atuam interagindo diretamente com a membrana lipídica das células do intestino 

médio dos insetos. Dois mecanismos são propostos para explicar o mecanismo de ação das 

cyt: essas toxinas ou atuam formando poros na membrana ou destruindo-a através de ação 

detergente, o que propicia a inserção toxinas Cry no epitélio intestinal dos mosquitos e, 

consequentemente a sua morte (Fernández-Luna et al. 2010 a,b; Cantón et al. 2011).  

As toxinas Cry e Cyt são sintetizadas sob condições restritas de crescimento, sendo 

que as proteínas Cry possuem massa molecular entre 40 e 140 kDa e são codificadas por 

diferentes genes denominados genes cry, e as toxinas Cyt são proteínas menores, com massa 

em torno de 25 kDA e codificadas por gene cyt (Agaisse e Lereclus 1995; Saraswathy e 

Kumar 2004).  

A presença de Cyt1Aa em combinação com as toxinas Cry 4Aa, Cry 4Ba, Cry 10Aa, 

Cry 11Aa e Cry 11Ba, em B. thuringiensis israelensis, torna essa cepa a mais eficiente no 

controle de vetores. Essa combinação apresenta boa efetividade contra larvas de mosquitos do 

gênero Aedes, Anopheles e Culex (Hofte e Whiteley 1989; Crickmore et al. 1998; De Barjac 

1990; Frankenhuyzen 2013; Ben-Dov 2014). A toxina Cyt1Aa têm o potencial de aumentar a 

eficiência de um isolado no controle de mosquitos, e tem sido apontada como responsável 

pela falta de resistência de mosquitos a B. thuringiensis isralensis (Gómez et al. 2007; Ben-

Dov 2014; Stalinski et al. 2016). 
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1.6 O Papel da toxina Cyt1Aa na patogenicidade de Bacillus thuringiensis para 

mosquitos 

A proteína Cyt1Aa é a toxina Cyt mais estudada; é utilizada como modelo para a 

compreensão do mecanismo de ação dessas toxinas em larvas de mosquitos (Soberón et al. 

2013; Cantón et al. 2014). Cyt1Aa é codificada por uma sequência de 744 pares de bases, a 

proteína apresenta peso molecular de 28 kDa e, após ativação por proteases presentes no 

intestino médio dos insetos susceptíveis, gera um fragmento tóxico de 22-25 kDa (Ben-Dov 

2014).  

O mecanismo de ação da toxina Cyt1Aa ainda não está bem elucidado. A principal 

hipótese de ação da toxina Cyt1Aa é que esta atue diretamente na membrana plasmática das 

células do intestino de dipteros ou formando poros ou tenha ação detergente, o que ocorre 

devido a inserção da proteína por ação inespecífica na bicamada lipídica, que leva à 

desintegração da membrana (Butko 2003) (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos de ação da toxina Cyt1Aa de Bacillus thuringiensis na membrana 

do epitélio intestinal de larvas de mosquitos. Fonte: Bukto 2003. Legenda: 1. Toxina 

difundida no meio extracelular. 2. Toxina em aproximação da membrana plasmática de 

insetos. 3As moléculas intracelulares (círculos negros). 

 

Tem sido sugerido ainda que a toxina Cyt1Aa atue como receptor adicional para as 

proteínas Cry em mosquitos, devido ao mecanismo complexo de ligação entre as proteínas e 

pela afinidade de ligação das Cyt com os lipídios presentes na membrana do epitélio intestinal 

desses insetos (Cantón et al. 2011; López-Diaz et al. 2013; Elleuch et al. 2015). 

A) Modelo de formação de poros      B) Modelo por ação detergente   
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Experimentos realizados in vitro e in vivo tem evidenciado o potencial de Cyt1Aa em 

agir em sinergismo com as toxinas Cry. A hipótese é que Cyt1Aa funciona como um receptor 

para Cry4Ba e Cry11Aa, o que explica a interação entre essas toxinas na linhagem B. 

thuringiensis isralensis, na qual essa toxina acumula-se, podendo ocupar até 45-50 % do 

cristal, quantidade suficiente para agir em sinergismo com as demais (Chow et al. 1989; Pérez 

et al. 2005; Promdonkoy et al. 2005; Frankenhuyzen 2009; 2013; Cantón et al. 2011). Em 

contrapartida, foi verificado que quando há mutação na Cyt1Aa, o sinergismo não acontece 

(Pérez et al. 2005; 2007; Cantón et al. 2011).  

Além disso, a toxina Cyt1Aa mostrou-se eficiente em suprimir resistências as toxinas 

Cry isoladas de B. thuringiensis isralensis em população de C. quinquefasciatus, sendo que 

com a presença de Cyt1Aa, não houve resistência, mesmo após a pressão de seleção por 

muitas gerações. Também foi verificado que Cyt1Aa em combinação com as toxinas Bin de 

Lysinibacillus sphaericus, foi capaz de suprimir resistências em mosquitos (Wirth et al. 2005; 

Wirth et al. 2015). 

As toxinas pertencentes à família Cyt são, portanto, o principal componente que não 

pode ser excluído quando se objetiva melhorar a potência de isolados de B. thuringiensis para 

serem utilizados como larvicidas de mosquitos (Promdonkoy et al. 2005; Cantón et al. 2011). 

Com isso é essencial investigar a presença das toxinas Cry mosquitocida e Cyt1Aa, no sentido 

de compreender o sinergismo de ambas as toxinas, pois Cyt1Aa tem implicações importantes 

para desenvolver estratégias de manejo da resistência de toxinas Cry já utilizadas no controle 

de mosquitos (Pérez et al. 2005; Promdonkoy et al. 2005; Cohen et al. 2011).  

Poucos estudos foram realizados para caracterização das toxinas Cyt em linhagens 

nativas de B. thuringiensis no Brasil. Somente um estudo foi desenvolvido para verificar se as 

toxinas Cyt estavam realcionadas com a patogenicidade de B. thuringiensis para insetos na 

ordem Lepidoptera, contudo, não foi verificada relação significativa (Costa et al. 2014). Até o 

momento, não há dados quanto a caracterização e relação em linhagens nativas com 

patogenicidade para mosquitos. 

Há um interesse no sentido de investigar mais o potencial dessa proteína inseticida; 

dados sobre frequência de Cyt1Aa em isolados de nativos de B. thuringiensis são importantes 

para se compreender as relações dessas toxinas com larvas de mosquitos (Wu et al. 2008; 

Soberón et al. 2013; Cantón et al. 2014; Costa et al. 2014)  
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Diante do potencial dessas toxinas, vários trabalhos de seleção de linhagem com ação 

inseticida para mosquitos têm sido iniciados pela investigação dos genes cry4Aa, cry4Ba, 

cry10Aa, cry11Aa e cry11Ba e cyt, principalmente cyt1Aa. Associados a isto, têm sido 

realizados bioensaios de patogenicidade e toxicidade para confirmar o potencial dessas 

proteínas inseticidas (Dias et al. 2002; Costa et al. 2010; Campanini et al. 2012; Santos et al. 

2012; Soares-da-Silva et al. 2015). 

A grande variabilidade genética das linhagens de B. thuringienisis presente na 

natureza possibilita encontrar diferentes combinações de genes cry e cyt. Desta forma, torna-

se evidente a importância de caracterizar, por meio de ferramentas moleculares, novos  

isolados obtidos de diferentes regiões para ampliar o número de toxinas de B. thuringiensis 

disponiveis para serem usadas (Sun et al. 2013). Portanto, novas combinações de toxinas Cry 

e Cyt podem ser utilizadas nos programas de controle para, no futuro, diminuir o emprego do 

uso dos inseticidas químicos e ampliar os programas de controle biológico (Bravo et al. 

2011). 

O Brasil vive atualmente uma situação de emergência sanitária, devido à ocorrência de 

várias arboviroses concomitantemente nas populações humanas (Honório et al. 2015; 

Ferreira-de-Brito et al. 2016; Valle 2016). Apesar do intenso esforço para controlar os 

mosquitos vetores, os casos das doenças ainda continuam sendo registrados. Essa situação 

exige múltiplas intervenções e, até o momento, o controle vetorial é a medida mais eficiente. 

No entanto, permanece a necessidade de desenvolvimento de medidas alternativas e eficazes 

que possam ser utilizadas no controle vetorial. 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral  

Avaliar o potencial inseticida de isolados de Bacillus thuringiensis mantidos na 

Coleção de Bacilos do Maranhão, enquanto agente de controle biológico dos vetores Aedes 

aegypti, Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

✓ Analisar a presença de genes cry e cyt díptero-específicos em isolados de B. 

thuringiensis mantidos na Coleção de Bacilos do Maranhão com toxicidade em Ae. 

Aegypti, An. darlingi e Culex quinquefasciatus.  

 

✓  Obter o perfil molecular dos isolados com ação entomopatogênica para larvas de Ae. 

aegypti, An. darlingi e Culex quinquefasciatus.  

 

✓  Determinar o potencial larvicida dos isolados de B. thuringiensis ativos, com a 

obtenção da Concentração Letal Mediana (CL50) para larvas de Ae. aegypti; 

 

✓  Estimar a Concentração Letal Mediana (CL50) dos isolados de B. thuringiensis 

selecionados para larvas de An. darlingi; 

 

✓  Investigar a presença do gene codificador para toxina citolítica Cyt1Aa em isolados 

de B. thuringiensis obtidos de diferentes fontes de isolamento, bem como conhecer a 

sua diversidade e verificar possível polimorfismo genético. 
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ABSTRACT 

The occurrence of Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, and mosquitoes of the genus 

Anopheles potentiate the spread of several diseases, such as dengue, Zika, chikungunya, urban 

yellow fever, filariasis, and malaria, a situation currently existing in Brazil and in Latin 

America. Control of the disease vectors is the most effective tool for containing the 

transmission of the pathogens causing these diseases, and the bacterium Bacillus thuringiensis 

var. israelensis has been widely used and has shown efficacy over many years. However, new 

B. thuringiensis (Bt) strains with different gene combinations should be sought for use as an 

alternative to Bti and to prevent the resistant insects selected. Aiming to identify diversity in 

the Bt in different Brazilian ecosystems and to assess the pathogenicity of this bacterium to 

larvae of Ae. aegypti, C. quinquefasciatus, and Anopheles darlingi, Bt strains were obtained 

from the Amazon, Caatinga (semi-arid region), and Cerrado (Brazilian savanna) biomes and 

tested in pathogenicity bioassays in third-instar larvae of Ae. aegypti under controlled 

conditions in the laboratory. The isolates with larvicidal activity to larvae of Ae. aegypti were 

used in bioassays with the larvae of C. quinquefasciatus and An. darlingi and characterized 

according to the presence of 14 cry genes (cry1, cry2, cry4, cry10, cry11, cry24, cry32, 

cry44Aa, cry1Ab, cry4Aa, cry4Ba, cry10Aa, cry11Aa, and cry11Ba), six cyt genes (cyt1, cyt2, 

cyt1Aa, cyt1Ab, cyt2Aa and cyt2Ba), and the chi gene. Four hundred strains of Bt were 

isolated: 244 from insects, 85 from Amazon soil, and 71 from the Caatinga biome. These 

strains, in addition to the 153 strains isolated from Cerrado soil and obtained from the 

Entomopathogenic Bacillus Bank of Maranhão, were tested in bioassays with Ae. aegypti 

larvae. A total of 37 (6.7%) strains showed larvicidal activity, with positive amplification of 

the cry, cyt, and chi genes. The most frequently amplified genes were cry4Aa and cry4Ba, 

both occurring in 59.4% in these strains, followed by cyt1Aa and cyt2Aa, with 56.7% and 

48% occurrence, respectively. Twelve (2.2%) strains that presented 100% mortality within 24 
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h were used in bioassays to estimate the median lethal concentration (LC50) for Ae. aegypti 

larvae. Two strains (BtMA-690 and BtMA-1114) showed toxicity equal to that of the Bti 

standard strain, and the same LC50 value (0.003 mg/L) was recorded for the three bacteria 

after 48 h of exposure. Detection of the presence of the Bt strains that showed pathogenicity 

for mosquito larvae in the three biomes studied was possible. Therefore, these strains are 

promising for the control of insect vectors, particularly the BtMA-1114 strain, which presents 

a gene profile different from that of Bti but with the same toxic effect. 

Keywords: Mosquitoes vectors; biological control; Bacteria; genes cry e cyt 

1. Introduction 

Diseases whose etiological agents are transmitted by mosquito vectors are among the 

major diseases affecting humans (WHO, 2017). Considering Latin America, among the 

species of greater epidemiological importance is Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera: 

Culicidae) (Linnaeus, 1762), it is the main vector of the Zika, dengue, chikungunya, and 

urban yellow fever viruses (Honório et al., 2015; Ebi and Nealon, 2016; Ferreira-de-Brito et 

al., 2016). 

Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae) is another species of 

mosquitoes of importance to public health in the Americas. It is the vector of lymphatic 

filariasis, a disease of a chronic nature that mainly affects populations of low socioeconomic 

level (Brasil, 2016; Rebollo et al., 2017).  

The species Anopheles darlingi Root 1926 is the main vector of malaria in America, 

mainly in the Amazon region, winch recorded more than 83% of the cases (Siqueira et al., 

2017; Tadei et al., 2017). 
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There are epidemic cycles of these diseases in the Latin America, it is necessary to 

seek ways to control. Several obstacles to mosquito control exist, with resistance to chemical 

agents being noted as one of the main challenges to the current vector control program 

(Moyes et al., 2017; Seixas et al., 2017). 

The use of the bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner, 1915 is one of the 

biological control strategies that has been showing better efficacy (Bravo et al. 2011; Lacey et 

al., 2015). Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) is a natural enemy of several species of 

mosquitoes of the genera Culex Linnaeus, 1758; Aedes Meigen, 1818; and Anopheles Meigen, 

1818. It is the microbial agent more commonly used in the control of these insects, and its 

continued use for more than 30 years has not resulted in the evolution of resistance in 

mosquito populations treated in different regions of the world (Bravo et al., 2011; Stalinski et 

al., 2016). 

The lack of resistance is attributed to the complex mechanism of action of Bti, 

which has toxins known as Cry toxins (4Aa, 4Ba, 11Aa, 11Ba, and 10Aa) that are capable of 

interacting with the intestinal epithelium of the mosquito larvae and also has cytolytic (Cyt) 

toxins that are less specific but facilitate the insertion of Cry toxins into the intestinal 

epithelium and may thus increase insecticidal activity (Bravo et al., 2007; Ben-Dov, 2014; 

Zhang et al 2016). The synergism between the Cry and Cyt toxins is fundamentally important 

for the efficacy of the bacterium (Frankenhuyzen, 2013; Zhang et al 2016).  

Some Bt strains also produce vegetative insecticidal proteins (Vips) produced in 

vegetative phase and chitinolytic toxins (Chi), the toxins chitinolytics are another group of 

toxins that may contribute to larval mosquitoes mortality by destroying the peritrophic matrix 

of insects (Sampson and Gooday, 1998; Djenane et al., 2017).  

Although no records exist of resistance to Bti, the possibility of the select of 

resistant populations cannot be discounted. This bacterium is an important biological agent; 



51 
 

therefore, the use of other strains with different combinations of cry and cyt genes is 

necessary as a form of management and prevention of resistance to Bti (Cánton et al., 2015; 

Peralta and Palma, 2017).  

The diversity of the Cry toxins already found and described in the literature 

demonstrates the possibility of discovery of different combinations of Bti with different 

insecticidal potentials (Crickmore et al., 2017). 

Several studies have sought to obtain more B. thuringiensis isolates with insecticidal 

potential for mosquitoes, which is done by isolating native strains from substrates such as 

soils from different ecosystems, dead insects, plants, and other sources. In addition, these 

strains are investigated at the molecular level by detecting the genes encoding the Cry and Cyt 

toxins present in the toxic crystal, which makes predictions of their insecticidal activity 

possible (Bravo et al., 1998; Jouzani et al., 2008; Costa et al., 2010; El-kersh et al., 2016).  

The present study investigated the diversity of Bt strains isolated from soils of 

different Brazilian biomes and from dead insects, and showing larvicidal activity against 

mosquitoes Ae aegypti, Cx quinquefasciatus and An darlingi in the laboratory which are the 

main mosquitoes of medical importance in Latin America.; in addition, the gene profiles of 

the strains pathogenic.  

2. Methods 

2.1. Sampling and isolation of Bacillus thuringiensis 

A total of 37 soil samples from two biomes (15 from the Caatinga biome and 22 

from the Amazon biome) and 44 samples from dead insects were processed according to the 

World Health Organization (1985) protocol for the isolation of Bt strains. 
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The soil samples consisted of 10 g of soil, which was collected at a depth of 5 cm, 

placed in sterile flasks, and sent to the Laboratory of Medical Entomology (LABEM) at the 

Universidade Estadual do Maranhão - UEMA. 

The insect samples consisted of 44 dead insects collected in the Cerrado biome. The 

insects were identified as belonging to the orders Coleoptera (22), Hymenoptera (15), and 

Hemiptera (07). All samples were collected in the state of Maranhão, Brazil, which contains 

the three biomes (SISBIO/59840; IBGE, 2017). 

2.2. Morphological identification of Bacillus thuringiensis isolates 

 The strains were cultured in nutrient agar (peptic digest of animal tissue 5 g/L, 

sodium chloride 5 g/L, meat extract 1.5 g/L, and yeast extract 1.5 g/L pH 7.4 ± 2) containing 

penicillin G (100 mg/L) for 48 h; then, and viewed at 1000x magnification under an Axio 

Scope A.1 (Zeiss) microscope by phase-contrast to detect the presence of crystal for 

differentiation from Bacillus cereus. The Bt strains were submitted the gram-staining test 

(Jung et al., 1998). 

The strains the Bt were stored at 4ºC in filter-paper strips, impregnated with spore 

suspension, immersed in autoclaved distilled water, and stored at 4°C in triplicate. The strains 

were individually identified with BtMA (Bacillus thuringiensis from Maranhão) followed by 

the number corresponding to the order of isolation and deposited in the Entomopathogenic 

Bacillus Bank of Maranhão (BBENMA), located in the municipality of Caxias, Maranhão, 

Brazil.  

2.3. Selection of strains for mosquito pathogenicity assays. 

For preliminary screening of strain pathogenicity to Ae. aegypti, 553 strains of Bt, of 

which 400 were obtained in this study and 153 were isolated from Cerrado soil and kept at 
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BBENMA, were used after preselection of the strains for larvicidal activity. The bioassay was 

performed in triplicate: three plastic cups containing 10 mL of drinking distilled water and 10 

third-instar Ae. aegypti larvae were used, with 1 mL of the total bacterial culture being added 

to each. The negative control consisted of 10 larvae placed in a plastic cup with water, but 

without inoculation with the bacterium; for the positive control, Bti T04001 lyophilized was 

used under the same conditions. The bioassays were conducted at the LABEM, UEMA, with 

a temperature of 26 ± 2°C, relative humidity of 80% and photoperiod of 12 h light followed 

by 12 h dark (12L:12D) (WHO, 2005). 

The strains that reached 100% mortality in up to 48 h, along with the Bti standard 

strain, were grown in NYSM medium incubated at 28°C for 5 days for complete sporulation 

and release of the crystal proteins. After, the samples were centrifuged at 1700x g for 15 

minutes at 4 °C, and the pellet was recovered and transferred to Falcon tubes with 10 mL of 

autoclaved distilled water and 0.01% Triton® X-100. The spores were then counted using a 

Neubauer chamber in an Axio Scope A.1 (Zeiss) phase-contrast optical microscope (Alves 

and Moraes, 1998). The strains were tested again for Ae. aegypti larvae at the standard 

concentration of 1.5 x 107 spores/mL under the same abovementioned conditions.  

Strains that killed 100% of the larvae in 48 h were cultured in 600 mL of nutrient yeast 

extract salt medium (NYSM) (Yousten, 1984) for 5 days at 28°C at 180 rpm. The culture 

obtained was centrifuged at 10.000x g for 30 min at 4 °C, washed with autoclaved distilled 

water, frozen, and lyophilized for approximately 16 h (Santos et al., 2012). 

2.4. Pathogenicity bioassays in Culex quinquefasciatus and Anopheles darlingi 

larvae   

Strains that killed 100% of the Ae. aegypti were selectively tested at a concentration 

of 10 mg/L against C. quinquefasciatus and An. darlingi larvae. The larvae of the F1 
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generation, obtained from adults collected in the field and eggs reared in the laboratory 

(SISBIO/21264-3). Collection was carried out in the city of Caxias, Maranhão for C. 

quinquefasciatus and in Manaus, Amazonas for An. darlingi. The bioassays followed the 

same conditions of the tests described above for Ae. aegypti. 

 

 2.5. Bioassays for estimating the lethal concentration (LC50) and (LC90) for 

Aedes aegypti larvae 

These bioassays were performed with the 12 strains that showed 100% mortality in 

24 h for Ae. aegypti. Toxicity bioassays were performed in the laboratory with Ae. aegypti 

due to the ease of obtaining this species. 

For each strain, six concentrations (0.04, 0.03, 0.02, 0.01, 0.008 and 0.005 mg/L) 

were initially tested, from which more concentrations  (0.09 to 0.001 mg/L) were established 

to obtain a mortality of 90-100% and 5-15% for each strain. 

Each concentration was tested in three replicates, was performed in the different days. 

Each replicate used five plastic cups containing a final volume of 150 mL and 20 third-instar 

larvae, and the amount corresponded to each concentration of the isolates. For each bioassay, 

a negative control group was added, which consisted of a cup with larvae and without 

inoculation with the bacillus. The bioassays were monitored at intervals of 24, 48, and 72 h 

after the application of the bacillus, with dead larvae being counted at each interval. 

To compare the larvicidal activity of the isolates, Bti T04001 was used. The bioassay 

was performed under the same conditions described for the other isolates and In accordance 

with the recommendations Guidelines For Laboratory And Field Testing Of Mosquito 

Larvicides (WHO, 2005). 
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2.6. Lethal concentration (LC50) and (LC90) and statistical analyses 

The mortality data obtained in the toxicity bioassays were submitted to Probit 

analysis at p = 0.05 (Finney, 1971), with the statistical software POLO PLUS (LeOra 

Software, 2003) being used to estimate the LC50 and LC90. 

The toxicity of each isolate was compared to that of the standard strain Bti T04001 

using Student's t test when the data were parametric or the Mann-Whitney test for non-normal 

data; the level of significance was set as 5% (α = 0.05). The statistical program used was 

BioEstat 5.0 (summer) for Windows (Ayres et al., 2007). 

2.7. Molecular characterization 

The strains of Bt with larvicidal activity were investigated for the presence of the cry 

(14), cyt (6), and chi genes encoding toxins active against mosquito larvae using polymerase 

chain reaction (PCR). Eleven universal primers—cry1, cry2, cry4, cry10, cry11, cry24, cry32, 

cry44, cyt1, cyt2 and chi—and 10 specific primers— cry1Ab, cry4Aa, cry4Ba, cry10Aa, 

cry11Aa, cry11Ba, cyt1Aa, cyt1Ab, cyt2Aa and cyt2Ba—were used for gene amplification 

(Table 1).  The following strains were used as positive controls: B. thuringiensis var. aizawai 

(XenTari-WDG; cry1, cry1Ab), B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel WP; cry2), B. 

thuringiensis sotto (T03 001; cry24), B. thuringiensis var. yunnanensis (T20 001; cry32), B. 

thuringiensis entomocidus (T06a 001; cry44) and B. thuringiensis var. israelensis (T04 001) 

for the remaining genes, provided by the Laboratory of Bacterial Genetics and Applied 

Biotechnology (LGBBA) of the School of Agrarian and Veterinary Sciences, São Paulo State 

University, Universidade Estadual Paulista - FCAV/UNESP Jaboticabal). 
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Table 1  

Lists the studied B. thuringiensis genes with the respective primers used and the 

expected fragment sizes from PCR as well as the annealing temperature. 

 Gene Sequence of primres (5’- 3’) TF of pb TM  

cry11 CTGGATTTACAGGTGGGGATAT (f) 543-594 52 

 TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT (r)   

cry1Ab2 AAGCAAGGGTTATTACATTACG (f) ~550  56 

 CCAATACTAAGATCAGAGGG (r)   

cry23 GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG (f) 689-701 52 

 CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT (r)   

cry43 GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC (f) 439-459 52 

 GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC (r)   

cry4Aa4 GAACTGGGTATGGCACTCAAC (f) 777 50 

 CTCACAACGATTAGACCCTTC (r)   

cry4Ba4 GCGAGGTTTCCCATGTCTAC (f) 347 52 

  GTTGTAGGGTGGAATTGTTATC (r)   

cry103 TCAATGCTCCATCCAATG (f) 348 51 

 CTTGTATAGGCCTTCCTCCG (r)   

cry10Aa4 ATTGTTGGAGTTAGTGCAGG (f) 995 50 

 AATACTTTGGATGTGTCTTGAG (r)   

cry111 TTAGAAGATACGCCAGATCAAGC (f) 305 51 

 CATTTGTACTTGAAGTTGTAATCCC (r)   

cry11Aa4 AGGATGGATAGGAAACGGAAG (f) 470 50 

 CCGTATTCCAGCAGGTAAGC (r)    

cry11Ba4 TACAGGATGGATAGGGAATGG (f) 608 52 

 TAATACTGCCATCTGTTGCTTG (r)   

cry243 TTATCAATGTTAAGGGATGC (f) 304 48 
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 ACTGGATCTGTGTATATTTTCCTAG (r)   

cry323 TGGTCGGGAGAGAATGGATGGA (f) 676-677 54 

 ATGTTTGCGACACCATTTTC (r)   

cry44Aa5 CATTACACGGGGTGCGTTAT (f) 444 60 

 CCGCACTTACATGTGTCCAA (r)   

cyt13 CCTCAATCAACAGCAAGGGTTATT (f) 477-480 52 

 TGCAAACAGGACATTGTATGTGTAATT (r)   

cyt1Aa4 AACTCAAACGAATAACCAAG (f) 300 53 

 TGTTCCTTTACTGCTGATAC (r)   

cyt1Ab4 AAGCAAGGGTTATTACATTACG (f) 698 54 

 CCAATACTAAGATCAGAGGG (r)   

cyt23 ATTACAAATTGCAAATGGTATTCC (f) 355-356 52 

 TTTCAACATCCACAGTAATTTCAAATGC (r)   

cyt2Aa4 GCATTAGGAAGACCATTTG (f) 361 53 

 AAGGCTAAGAGTTGATATCG (r)   

cyt2Ba6 CAGGAACTCTTAATCAAAGTGTAAT (f) 177 50 

 CATCTACTTGAGGTTCTAAATTTGT (r)   

chi7 ATGGTCATGAGGTCTC (f) 2027 45 

  CTATTTCGCTAATGACG (r)     

 

Legend (f)= forward; (r)= reverse; Pb= base pair. 1 Bravo et al.,1998; 2 Fatoretto (2007); 3 Jouzani et al., 

2008; 4 Costa et al., 2010; 5 Vidal-Quist et al., 2009; 6 Costa et al., 2014; 7 Lin e Xiong (2004). Legend: 

TF= Fragment size, pb= pairs of base and TM = melting temperature. 
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2.8. Total DNA extraction and amplification reaction of mosquito-specific genes 

Total DNA extraction from the strains was performed using the InstaGene Matrix 

DNA extraction kit (Bio-Rad, USA), according to the manufacturer's recommendations. One 

colony the each isolate was grown for approximately 12 h in nutrient agar was transferred to a 

microtube containing 1 mL of sterile Milli-Q water; this sample was then centrifuged for 1 

min at 12,000 rpm and 20°C. The supernatant was discarded; then, 200 μL of InstaGene 

Matrix (Bio-Rad) was added, and the material was incubated in a water bath at 56°C for 25 

min, after vortexed thoroughly for 10s and then incubated at 100 °C for 8 min. The sample 

was again vortexed at moderate speed for 10 s and centrifuged at 20 °C for 2.5 min. The DNA 

which were stored in a freezer at -20°C until the time of use. 

PCR reactions were performed at a final volume of 25 μL with: 1X GoTaq® Flexi 

DNA Polymerase buffer, 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs (Promega), 0.2 pmol/μL of each 

primer (Invitrogen), 1U of GoTaq® DNA Polymerase enzyme (Promega), and 50 ng of DNA. 

The PCR was performed for all genes mentioned above; the reaction was performed in a 

Gencycler-G96G thermocycler (Biosystems). The general amplification conditions were 

programmed according to the following specifications:  94°C for 5 min; followed by 30 

cycles at 94°C for 30 s, with the annealing temperature optimized according to each primer 

(Table 1), and final extension at 72°C for 5 min. For amplification of the chi (chitinase) gene, 

the program was as follows: 5 min at 94 ° C; 30 cycles of 1 min at 94° C, 1 min at 45°  C, and 

1.5 min at 72° C; and 10 min at 72° C for a final extension (Costa et al., 2010). 

Amplification products were analyzed by electrophoresis in a 1,5 % agarose gel with 

current applied at 90 V in 1X TBE (Tris/Borate/EDTA) buffer with alkaline pH and 

photographed in an L-PIX device (Loccus Biotechnology). 
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3. Results 

3.1. Isolation of Bacillus thuringiensis  

Four-hundred strains of Bt were obtained, 244 from insects, 85 from the Amazon 

soil, and 71 from the Caatinga soil. The Amazon soil was the substrate with the highest 

isolation rates, with 72.7% of the samples presenting Bt, followed by the Caatinga soil with 

53.3% and then dead insects with 43.2%. 

However, the highest mean occurrence of Bt per sample was observed for dead 

insects, with 5.5 strains, whereas for soil samples, the rates were 4.7 for the Caatinga and 3.9 

for the Amazon. 

In the insects, Hymenoptera was the group with the highest number of Bt strains, 

with 193 strains and a mean of 12.9 for sample, a value three times higher than that found for 

the other orders, Coleoptera and Hemiptera, which had 100 and 21 strains and means of 4.5 

and 3, respectively. 

 

3.2. Selection bioassays of Bacillus thuringiensis strains pathogenic for 

mosquitoes 

From the total of 553 strains of Bt selectively tested against Ae. aegypti, 37 (6.7%) 

showed pathogenicity, 12 of which killed 100% of the larvae in 24 h (Table 2). The remaining 

25 strains showing pathogenicity reached 100% mortality after 48 h. 

Among the 37 pathogenic strains, approximately one-half (47.7%) were obtained 

from the Cerrado soil. The rate of strains from this biome that are active against mosquitoes 

was 11.11% of the total number of strains tested, three times higher than that obtained for the 

Caatinga biome, for which the lowest rate (3.5%) was found. 
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Table 2 

Bacillus thuringiensis isolates with 100% larvicidal activity for Aedes aegypti larvae 

at 24 and 48 h in the laboratory conditions according to the origin of the isolation substrate in 

municipality the isolated. 

 

Biome Substrate 

Larvicidal 

activity 

24 h        48h 

Municipality 

 Latitude (S) Longitude (W)  

Amazônia      

BtMA- 37 solo 100 - Viana  S 03°13'12.3" W  045°08'88.7" 

BtMA-179 solo  100 Santa Luzia S 04°38'20.5" W 046°23'30.1" 

BtMA-215 solo  100 Bela Vista S 03°75'60.3"W 045°22'62.9" 

BtMA-229 solo  100 Santa Inês S 03°85'73.3"W 045°53'49.2" 

BtMA-233 solo  100 Santa Inês S 03°85'73.3"W 045°53'49.2" 

BtMA-237 solo  100 Santa Inês S 03°85'73.3"W 045°53'49.2" 

BtMA-241 solo  100 Santa Inês     S 03°85'73.3"W 045°53'49.2" 

Cerrado       

BtMA-459 solo   100 São J. dos Patos  S 06°50'37.5" W 043°68’65.8” 

BtMA-527 solo  100 Benedito Leite  S07°22'55.5" W 044°55’97.2" 

BtMA-559 solo  100 Balsas  S 07°53'53.3"W 046°03’91.1" 

BtMA-626 solo  100 Coelho Neto  S 04°25’31.0" W 043°01’38.9” 

BtMA-676 solo  100 Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-679 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-681 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5"W 042°94’91.8" 

BtMA-682 solo  100 Duque Barcelar  S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-684 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5"W 042°94’91.8" 

BtMA-685 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5"W 042°94’91.8" 

BtMA-686 solo  100 Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-687 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 
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BtMA-688 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-689 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-690 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-691 solo 100 - Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

BtMA-694 solo  100 Duque Barcelar S 04°13'72.5" W 042°94’91.8" 

Insetos     Nº da Amostra 

BtMA-1054 Hymenoptera  100 Mirador    1 

BtMA-1061 Hymenoptera  100 Mirador   1 

BtMA-1107 Coleoptera  100 Mirador 2 

BtMA-1108 Coleoptera  100 Mirador  2 

BtMA-1109 Coleoptera  100 Mirador  2 

BtMA-1114 Coleoptera 100 - Mirador  3 

BtMA-1115 Coleoptera  100 Mirador  3 

BtMA-1116 Coleoptera  100 Mirador  3 

BtMA-1119 Coleoptera  100 Mirador  3 

BtMA-1120 Coleoptera  100 Mirador  3 

BtMA-1134 Hymenoptera  100 Mirador 4 

BtMA-1147 Hymenoptera  100 Mirador 5 

Caatinga      

BtMA -703 solo 100  Santa Quitéria  S 03°48'34.6"W 042°55’59.8" 

 

3.3. Molecular characterization 

In all 37 strains that showed pathogenic activity, positive amplification occurred for 

the genes tested using the universal and specific primers (Table 3). 

The PCR reactions showed positive amplification of all genes studied; however, 

variation was observed in the number of cry and cyt genes per strain. Twelve different gene 

combinations were observed, with three strains (BtMA-37, BtMA-626, and BtMA-215) 
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containing a single gene, whereas five strains (BtMA-676, BtMA-684, BtMA-685, BtMA-

688, and BtMA-690) amplified fragments with the expected size for 15 genes, thus 

confirming the presence of six families of genes active against Diptera (cry4, cry10, cry11, 

cyt1, cyt2, and chi) and the presence of nine genes specific to mosquitos. This profile was 

similar to the one obtained with the Bti-T4001 standard strain, for which positive 

amplification was also observed for the nine genes encoding toxins active against mosquitoes 

and for the chi gene. The BtMA -679 and 687 strains, in addition to the nine Bti genes, 

showed amplification for the cry32 gene (Table 3). 

The cry4Aa and cry4Ba genes had a higher occurrence rate in the strains (59.4%), 

followed by the cyt1Aa and cyt2Aa genes, which were present in 56.7% and 48% of the 

strains, respectively. Next, in decreasing order of frequency, were cry10Aa (45%), cyt1Ab 

(43.24%), cry11Aa and cyt2Ba (37.8%), chi (35.3%), cry11Ba (32.4%), cry32 (27%), cry1 

(8.1%), and cry44Aa (2.7%). No positive amplification was found for the cry1Ab, cry2, and 

cry24 genes. 
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Table 3 

Gene profile of the 37 isolates of Bacillus thuringiensis active against Aedes aegypti 

larvae obtained from the three soil e insects Brazilian biomes. 

. 

Isolates 
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Bt israelensis     +  + + + + + + + + + + + + + +     

Bt azawai + +                     

Bt kustaki  +                     

Bt sotto                   +    

Bt entomocidus                     +  

Bt yuannanensis                    +   

Amazônia                       

BtMA-37     +                  

BtMA-179    +  +   +   +           

BtMA-215                    +   

BtMA-229    +  +   +      + +       

BtMA-233         +      + + + +  + +  

BtMA-237             + +      +   

Cerrado                       

BtMA-241       +      +  + +    +   

BtMA-459 +   +  +      +   + +    +   

BtMA-527       +  +    + +    +     

BtMA 626              +         

BtMA-559         +       +  +     

BtMA-676    + + + + + + + + + + + + + + +     

BtMA-679    + + + + + + + + + + + + + + +  +   

BtMA-681    +  + + + + +  + +  + + +      



64 
 

BtMA-682    + +    +    + + + +       

BtMA-684    + + + + + + + + + + + + + + +     

BtMA-685    + + + + + + + + + + + + + + +     

BtMA-686         +      + +  +     

BtMA-687    + + + + + + + + + + + + + + +  +   

BtMA-688    + + + + + + + + + + + + + + +     

BtMA-689    + + + + + + +  + + + +  + +   +   

BtMA-690    + + + + + + + + + + + + + + +     

BtMA-691    +  +  + +  + +  + + + + +     

BtMA-694    + + + + +  + + + + + + + + +     

Insetos                        

BtMA-1054     +    +      +        

BtMA-1061    +     +    +  +        

BtMA-1107 +    +   + +              

BtMA-1108    + +  + +  +     +     +   

BtMA-1109 +   + +    +              

BtMA-1114    + + + +  + +  + +  +     +   

BtMA-1115     + +      + +          

BtMA-1116     + +       +          

BtMA-1119     + +      + +          

BtMA-1120     + +       +          

BtMA-1134    +   +                

BtMA-1147    +  +                 

Caatinga                        

BtMA-703    + + + + + + + + + + + + + +      

 

Legend: + = presence and - = absence 
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3.4. Bioassays for estimating the lethal concentration (LC50) and (LC90) 

The toxicity bioassays were performed with the 12 strains of Bt that achieved 100% 

mortality after 24 hours. Based on the obtained values of LC50 and LC90 and the respective 

confidence intervals, four toxicity groups were formed. The most toxic strains were BtMA-

690, BtMA-1114, and the Bti T4001 standard strain, followed by the group composed of 

BtMA-679, BtMA-687, and BtMA-688, and then the strains BtMA-37, BtMA-681, BtMA-

684, BtMA-685, BtMA-689, and 703. The lowest toxicity was observed for the BtMA-691 

strain, which showed the highest values for LC50 and LC90 (Table 4). 

The quantitative bioassays showed that two strains (BtMA-690 and BtMA-1114) had 

similar performance to the Bti standard strain, for which no significant difference between the 

LC50 values was observed in the three evaluation periods (ANOVA: F = 16, p = 0.06). In the 

24-h evaluation, BtMA-690 and Bti obtained the same LC50 value of 0.003 mg/L; however, the 

LC90 was 0.009 mg/L and 0.014 mg/L, respectively. For BtMA-1114, the LC50 was 0.004 

mg/L, and the LC90 was 0.008 mg/L (Table 4). 
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Table 4  

Lethal Concentrations LC50 and LC90 in mg/L at the 24-, 48-, and 72-hour 

evaluations for Bacillus thuringiensis isolates pathogenic to mosquitos. 

 

24 hour 

Isolados LC50(IC 95%) LC90(IC 95%) Slope ±SE χ2 (GL=3) 

BtMA-37 0.063 (0.056-0.073) 0.158 (0.114-0.380) 3.184 (0.323) 6. 3 

BtMA-679 0.015 (0.012-0.019) 0.042 (0.029-0.082) 2.904(0.143) 14.5 

BtMA-681 - - - - 

BtMA-684  0.078 (0.065-0.120) 0.161 (0.110-0.415) 4.047 (0.881) 2.4 

BtMA-685 0.032 (0.021-0.038) 0.049 (0.040-0.103) 6.608 (0.428) 32.2 

BtMA-687 0.017 (0.014-0.019) 0.052 (0.040-0.076) 2.603 (0.138) 5.1 

BtMA-688 0.012 (0.011-0.013) 0.030 (0.027-0.034) 3.205 (0.148) 1.2 

BtMA-689 0.049 (0.030-0.166) 0.319 (0.113-6.440) 1.579 (0.153) 7.7 

BtMA-690 0.003 (0.002-0.003) 0.009 (0.007-0.011) 2.763 (0.137) 5.2 

BtMA-691 0.437 (0.252-1.290) 3.997 (1.338-35.925) 1.334 (0.230) 0.5 

BtMA-703 0.038 (0.029-0.044) 0.057 (0.047-0.130) 7.208 (0.549) 24.1 

BtMA -1114 0.004 (0.003-0.005) 0.008 (0.006-0.018) 4.827 (0.271) 30.6 

Bti t4001 0.003 (0.002-0.003) 0.014 (0.011-0.017) 2.010 (0.075) 12.5 

  48 hours   

Isolados LC50(IC 95%) LC90(IC 95%) Slope ±SE χ2 (GL=3) 

BtMA-37* 0.0474 (0.038-0.053) 0.1 27 (0.098-0.240) 2.994 (0.319) 5.0 

BtMA-679 0.011 (0.011-0.012) 0.027 (0.025-0.030) 3.408 (0.154) 1.1  

BtMA-681* 0.044(0.039-0.050) 0.072 (0.059-0.117) 5.968 (0.596) 6.5  

BtMA-684 0.053 (0.049-0.058) 0.114 (0.093-0.157) 3.828 (0.466) 2.3  

BtMA-685 0.015 (0.009-0.025) 0.057 (0.031-0.204) 2.163 (0.111) 19.5  

BtMA-687* 0.015 (0.008-0.029) 0.046 (0.025-0.709) 2.593 (0.140) 48.8  

BtMA-688* 0.009 (0.008- 0.010) 0.022 (0.020-0.025) 3.276 (0.168) 1.8  

BtMA-689* 0.040 (0.029-0.109) 0.131 (0.066-3.681) 2.480 (0.371) 5.9  
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BtMA-690 0.003(0.002-0.004) 0.009 (0.006-0.016) 2.650 (0.122) 20.0 

BtMA-691* - - - - 

BtMA-703* 0.036 (0.033-0.038) 0.051 (0.047-0.059) 8.287 (0.633) 5.1 

BtMA-1114 0.003(0.0026-0.0034) 0.006 (0.005-0.008) 4.006 (0.206) 6.7  

Bti t4001  0.003 (0.0021-0.0033)  0.011 (0.009-0.015) 2.055 (0.093) 3.8 

  72 hours   

Isolado  LC50(IC 95%) LC90(CIC 95%) Slope ±SE χ2 (GL=3) 

BtMA-37 0.023(0.006-0.033) 0.104 (0.085-0.196) 1.945 (0.542) 1.2 

BtMA-679 0.008 (0.007-0.008) 0.018(0.016-0.019) 3.622 (0.173) 2.3 

BtMA-681 0.034 (0.030-0.037) 0.072(0.061-0.096) 3.880 (0.351) 3.01 

BtMA-684 0.044 (0.035-0.049) 0.064 (0.056-0.101) 7.963 (0.693) 37.2 

BtMA-685 0.011 (0.009-0.013) 0.051 (0.036-0.081) 1.901 (0.091) 4.05 

BtMA-687 0.011 (0.008-0.014) 0.031 (0.021-0.069) 2.799 (0.138) 21.7 

BtMA-688 0.008 (0.007-0.009) 0.018 (0.016-0.023) 3.587 (0.211) 3.3 

BtMA-689 0.033(0.023-0.069) 0.207 (0.089-1.638) 1.605 (0.138) 7.4 

BtMA-690 0.002 (0.001-0.002) 0.005 (0.004-0.006) 3.009 (0.150) 0.6 

BtMA-691 1.487 (0.440- 39.74) 548.28 (25.29- NE) 0.499 (0.119) 0.4 

BtMA-703 0.034 (0.027-0.038) 0.049 (0.043-0.068) 8.282 (0.695) 12.5 

BtMA-1114 0.003 (0.002-0.004) 0.006 (0.005 -0.001) 4.048 (0.206) 28.9 

Bti T4001 0.001 (0.001-0.002) 0.006 (0.005-0.008) 1.924 (0.090) 2.7 

 

Legend: LC50
 and LC90= Lethal Concentration; CI, Confidence interval. NE= NE, not estimated. 

Strains that showed a difference in toxicity for T Student.  The control showed mortality ≤ 5%. 

 

In the period (48 h), BtMA-690, BtMA-1114, and the Bti T4001 obtained the same 

value of LC50 (0.003 mg/L), but the LC90 was 0.009 mg/L for the two isolates and 0.011 mg/L 

for the standard strain. At the evaluation after 72 h, the LC50 value was 0.001 mg/L for Bti and 

0.002 and 0.003 mg/L for BtMA-690 and BtMA-1114, respectively, whereas the LC90 was 

0.005 mg/L for BtMA-690 and 0.006 mg/L for the other two strains (Table 4). 
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Based on the LC50 values obtained at the three evaluation periods, the less toxic 

isolates (BtMA-37 and BtMA-691) showed LC50 values approximately 20 times higher than 

the BtMA-690, BtMA-1114, and Bti standard strains, whereas the groups BtMA-679, BtMA-

687, and BtMA-688 were five times less toxic than Bti. 

4. Discussion 

The bacterium Bt is found in all environments, but soil has been the most used source 

of isolation (Polanczyk et al., 2004; Gobatto et al., 2010; El-Kersh et al., 2016; Reyaz et al., 

2017). In the present work, in which soil samples and insects were analyzed, the insects were 

the substrates with the highest number of B. thuringiensis per sample, and the presence of the 

bacterium was detected in 56% of the insect samples used.  

The presence of Bt in insects is generally high (Gobatto et al. 2010; Pinto et al., 

2003; Assaeedi et al., 2011). These bacteria develop with these organisms, thus making them 

a natural source of the pathogen and making it possible to find new strains of this bacterium 

both in dead and live insects (Berhnard et al., 1997; Abulreesh et al., 2012). 

In the present work, detection of the bacterium was possible in three orders of 

insects, with Hymenoptera being the most promising, for which was found in 66% of the 

samples, corresponding to more than twice the percentage occurrence for the orders 

Coleoptera with 31.8% and Hemiptera with 28.5%. 

Other studies have shown different results for Bt occurrence rates in insects, such as 

the order Coleoptera with 60% (Hernández et al., 2005), whereas for Hymenoptera, 40% of 

the bacterial colonies obtained from two species of this order of insects were identified as Bt 

(Pinto et al., 2003). 

The Caatinga biome showed a higher mean number of strains per samples compared 

to the Amazon soil when was isolated from the soil of the two biomes. The Caatinga, located 
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in the northeastern region of Brazil, had already been reported as the region with the greatest 

abundance of Bt in the country (Silva et al., 2012), for which the presence of the bacteria was 

detected in 16.9% of the samples (Silva et al., 2002). 

The number of strains of Bt per sample in the Amazon biome found in this study 

corroborates previous findings, in which even lower mean values  0.48 and 2.28 strains per 

sample were observed (Pereira et al., 2013; Soares-da-Silva et al., 2015). In contrast, Bt 

occurred in approximately 70% of the soil samples of this biome used for isolation, which 

demonstrates the wide distribution of this bacterium in this environment. 

The persistence of Bt spores in the soil involves different factors, with the soil 

chemical constituents being suggested as one of the main factors affecting this persistence 

(Polanczyk et al., 2004). The number Bt of strains obtained from the different biomes varied 

considerably, the presence of this bacterium in all types of environments indicates that Bt 

must undergo intense selective pressure and, to survive, has developed different ways of 

resisting natural enemies (Habib and Andrade, 1998). This is confirmed by the pathogenicity 

of Bt to different groups of insects (Frankenhuyzen, 2009; 2013). 

About the pathogenicity of Bt strains active against mosquitoes, mortality, in general, 

is low compared to other groups of insects (Armengol et al., 2006; Gobatto et al., 2010). In 

the present study, 6.7% of the tested strains showed pathogenic activity against larvae of the 

three species, confirming the low occurrence of the mosquito-specific strains. 

These studies carried out in Brazil with native strains of Bt active against mosquito 

larvae also showed low occurrence of these strains, rate below 2% of Bt active against 

mosquitoes (Dias et al., 2002; Praça et al. 2004; Ootani et al., 2011). In Saudi Arabia, 33.8% 

of the native strains isolated from distinct parts in that country showing pathogenicity for 

Anopheles gambiae, an important vector of African malaria (El-kersh et al., 2016). 



70 
 

Studies performed on Amazon soil showed similar rates to that found in the present 

study, 8.7%and 2% of strains were active against Ae. aegypti, Pereira et al., 2013 and Soares-

da-Silva et al., 2015, respectively. 

The variation in the number of native strains of Bt with larvicidal activity against 

mosquitoes observed for the different biomes can be explained by the different profiles of the 

insecticidal toxin-producing cry and cyt genes (Bravo et al., 1998; Armengol et al., 2006; 

Abulreesh et al., 2012; Reyaz et al., 2017). 

In the isolates used in the present study, the variation of the gene profile of naturally 

occurring strains active against mosquitos showed different combinations of the genes 

encoding insecticidal proteins (Bravo et al., 1998; Ibarra et al., 2003; Jouzani et al., 2008; 

González et al., 2011; El-kersh et al., 2016).  Gene profile variation was also observed in Bt 

isolates native to Colombia in a study of selection of strains in C. quinquefasciatus and 

Lepidopteran larvae (Armengol et al., 2006). 

The Cerrado biome showed the largest number of strains with combinations of 

mosquito-specific toxin-encoding genes, including cry4, cry11, cry10, cyt1, and cyt2, similar 

to the standard strain, and the only Caatinga isolate with larvicidal activity also has the same 

Bti genes. On the other hand, this gene profile was not observed for the Amazon strains. 

The high frequency of mosquito-specific cry genes presents in 97.2% of isolates with 

larvicidal activity demonstrates the importance of this class of genes in the pathogenicity of Bt 

for this insect group. Among the mosquito-active cry genes described in the literature, the 

genes of the cry4 and cry11 stand out due to their larvicidal potential. In the present study, it 

was found that the cry4Aa and cry4Ba genes were the most frequent, presents in more than 

half (59.4%) of the strains. Higher frequency of cry4Ba genes in isolates with larvicidal 

activity against Ae. aegypti (Costa et al., 2010; Campanini et al., 2012). 
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In the present study, the frequency of cyt genes was lower than that of cry, the 

cyt1Aa gene was the most frequent. The presence of this gene is often detected in strains 

active against mosquito larvae (Costa et al., 2010; El-kersh et al., 2016). 

This gene plays a key role in the activity of Bt against mosquitoes, as the Cyt1Aa 

proteins act directly in the insertion of the Cry toxins into the intestinal epithelium of the 

larvae, which can increase the toxicity of the strains where they are found (Pérez et al., 2005; 

Elleuch et al., 2015b). The toxin cyt1Aa may hinder selection by mosquito populations for 

resistance (Pérez et al., 2005).  

The synergism between Cry and Cyt proteins presents greater toxicity than the use of 

Cry proteins alone or the combination between two or more Cry (Crickmore et al., 1995; Xu 

et al., 2014; Elleuch et al., 2015b;). In the present study, the presence of the combination of 

cry/cyt genes was observed in 78% of isolates with pathogenic activity, and the results 

showed that the most toxic strains obtained in this study contain different combinations of cry 

and cyt genes.  

The bioassays with Ae. aegypti help relate the toxicity information of each strain to 

the molecular identification of the genes that may be directly involved in the larvicidal 

activity in mosquitoes, this is the culicid species with the highest number of toxins with 

larvicidal activity already described (Frankenhuyzen, 2009; 2013) 

In the present study, two strains (BtMA-690 and BtMA-1114) were found to have 

similar toxicity to the standard strain Bti-T4001, with equal LC 50 values in at least one of the 

three mortality evaluations. 

Notably, the two isolates with the highest toxicity were obtained from different 

substrates BtMA-690 from a soil sample and BtMA-1114 from Coleoptera insects- both 

collected in a Cerrado area. These data are important for obtaining the diversity of toxic 

strains. 
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Considering the gene profile of the most toxic strains, all genes present in Bti were 

detected in BtMA-690, whereas BtMA-1114 presented positive amplification for the genes 

cry4, cry11, cry10, cyt1, and cyt2, but did not show amplification for the cry11Ba and cyt1Ab 

genes; in addition, the cry32 gene was also identified in this strain. 

Cry32 insecticidal proteins have three different genes cry32Ba, cry32Ca, and 

cry32Da encoding toxins active against Ae. aegypti (Frankenhuyzen, 2009). The presence of 

the cry32 gene is an indication that for the BtMA-1114 strain, indicate the diversity of the 

gene profile of the pathogenic strains for mosquitoes obtained in this study. 

Several studies show the variation of the gene profile and toxicity of Bt González et 

al. (2011), while studying strains native to Cuba, observed that for three of these, the LC50 

values were better than that of the standard strain, and two strains contained the same gene 

profile as Bti, whereas the other strain showed different plasmid and protein profiles. This was 

also observed in two strains—BLB355 from Portugal and BLB196 from Saudi Arabia—that 

presented larvicidal activity against Ae. aegypti, but the presence of Bti genes was not 

detected in these strains (Elleuch et al., 2015a). 

On the other hand, other studies have reported that strains with a Bti-like gene profile 

are the most effective (Costa et al., 2010; Santos et al., 2012). In the present study, the BtMA-

690 isolate presented a gene profile and a toxicity similar to those of the standard strain; the 

same profile was detected in seven other strains, but for those, the insecticidal activity was 

lower than that of the standard. 

However, despite the BtMA-679 and BtMA-687 strains not showing the same degree 

of toxicity as Bti, the genes present in the standard strain, as well as the cry32 gene, were 

found in these strains. Thus, as with BtMA-1114, these strains are promising for preventing 

the emergence of resistance to the combination of Bti Cry/Cyt toxins, as the use of new strains 
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with gene profiles different from those of the strains already being used is a way to avoid 

selection of resistant mosquito populations (Peralta and Palma, 2017). 

In addition to the combination of the cry/cyt genes found in the strains of this study, 

the presence of the chitinase gene was also observed in 35% of the strains. The presence of 

the insecticidal proteins Cry/Cyt combined with chitinase contributes to the overall toxicity of 

the strains because chitinases have the potential to destroy the peritrophic matrix of larvae, 

thus facilitating the contact between δ-endotoxins and their receptors in the intestinal 

epithelium (Sampson and Gooday, 1998; Juárez‐Hernández et al., 2015). The presence of 

these toxins in strains active against mosquitos was also described in other Brazilian strains 

(Costa et al., 2010). 

The present study provides evidence of the diversity the Bt with activity against 

larvae of Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus, and An. darlingi isolated from soils and insects 

different biomes Brazilians. The Cerrado biome showed more promise for obtaining strains 

with higher toxicity for mosquitoes (BtMA-1114 and BtMA-690). The data are promising for 

control mosquitoes of medical importance, since Bt is an effective component in the control of 

these insects, which are currently considered a public health problem worldwide. 
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RESUMO 

Bacillus thuringiensis Berliner 1911 é a bactéria mais utilizada como inseticida 

biológico em todo mundo, e possui elevada eficácia contra importantes mosquitos 

transmissores de agente patogênicos ao homem. No entanto, não há estudos sobre a seleção de 

linhagens de B. thuringiensis brasileiras com ação em larvas de Anopheles darlingi Root, 

1926, o principal transmissor dos plasmódios da malária humana na região amazônica. O 

presente estudo buscou selecionar linhagens nativas de B. thuringiensis obtidas de amostras 

de solo de três biomas brasileiros, com patogenicidade para larvas de An. darlingi em 

condições de laboratório. Foram utilizadas 15 linhagens de B. thuringiensis pertencentes ao 

Banco de Bacilos Entomopatogênico do Maranhão. selecionadas por apresentarem elevada 

patogenicidade contra larvas de Aedes aegypti Linnaeus, 1962. Foi realizado bioensaio 

seletivo com as 15 linhagens, destas treze (88,2%) demonstraram atividade larvicida para An. 

darlingi, as quais foram utilizadas nos bioensaios quantitativos.  Considerando as observações 

nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, verificou-se que as linhagens de maior toxicidade foram 

BtMA-689 e BtMA-690 para quais foram obtidos os menores valores de CL50 e CL90 nos três 

intervalos de leitura. Contudo, seis linhagens (BtMA-681, BtMA-1114, BtMA-687, BtMA-

690, BtMA-703 e BtMA-750), apresentaram mortalidade semelhante a cepa padrão Bti T04 

001 para as quais não foram verificadas diferenças estatísticas. As linhagens de B. 

thuringiensis obtidas no presente estudo apresentaram potencial para o controle de An. 

darlingi em condição de laboratório. 

 

Palavras chaves: Malária, Controle Vetorial, Biolarvicida, Bacilos entomopatogênico.  
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ABSTRACT 

Bacillus thuringiensis Berliner 1911 is the most used bacterium as a biological 

insecticide worldwide, and has a high efficacy against important mosquitoes transmitters 

pathogens to humans. However, there are no studies on the selection of Brazilian strains of B. 

thuringiensis with action on Anopheles darlingi Root, 1926, larvae, the main transmitter of 

human malaria plasmodia in the Amazon region. The present study aimed to select native 

strains of B. thuringiensis obtained from soil samples from three Brazilian biomes, with 

pathogenicity to An. darlingi larvae under laboratory conditions. Fifteen strains of B. 

thuringiensis belonging to the Entomopathogenic Bacillus Bank of Maranhão were selected, 

because they showed high pathogenicity against Aedes aegypti Linnaeus 1962 larvae. A 

selective bioassay was performed with the 15 strains, of which thirteen (88.2%) showed 

larvicidal activity for An. darlingi, which were used in quantitative bioassays. Considering the 

observations at the 24, 48 and 72 hour intervals, it was found that the most toxic strains were 

BtMA-689 and BtMA-690 for which the lowest values of CL50 and CL90 were obtained in the 

three reading ranges. However, six lines (BtMA-681, BtMA-1114, BtMA-687, BtMA-690, 

BtMA-703 and BtMA-750) showed similar mortality to Bti T04 001 standard strain for which 

no statistical differences were found. The B. thuringiensis strains obtained in the present study 

had potential for An. darlingi control in laboratory conditions. 

 

Keywords: Malaria, Vector Control, Biolarvicide, Entomopathogenic bacilli,  
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1. INTRODUÇÃO  

Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926 pertence à família Culicidae da 

subfamília Anophelinae com distribuição desde o México, e estendendo-se por praticamente 

toda a América do Sul (Hiwat e Bretas 2011; WRBU 2017). Este mosquito é considerado o 

principal vetor dos agentes etiológicos da malária na região neotropical (Hiwat e Bretas 2011; 

Altamiranda-Saavedra et al. 2017; WRBU 2017).  

O Brasil é responsável por mais de 40% dos registros de Malária da América latina e 

do Caribe (Ferreira e Castro 2016; Brasil 2017; Siqueira et al. 2017). Nesse país, An. darlingi, 

é encontrado especialmente na região Amazônica, onde há maior incidência da doença, com 

registro de cerca de 99% dos casos (Deane et al. 1948; Brasil 2017; Tadei et al. 2017), e onde 

possui prevalência em relação aos demais anofelinos (Martins-Campos et al. 2012; Barbosa et 

al. 2016; Rufalco-Moutinho et al. 2016).  

Anopheles darlingi é holometábolo, com estágios imaturos encontrados em coleções 

hídricas, geralmente próximo das habitações humanas (Rufalco-Mountinho et al. 2016). As 

fêmeas são hematófagas, têm preferência em realizar repasto sanguíneo no homem e são 

altamente antropófilas e endófagas, pois adentram nas residências para se alimentar (Tadei et 

al. 1998; Oliveira et al. 2012; Tadei et al. 2017). 

A transmissão da malária ocorre pela picada de fêmeas de mosquitos infectadas por 

protozoários do gênero Plasmodium, sendo que as espécies Plasmodium vivax (Grassi e 

Feletti, 1980) e Plasmodiun falciparum Welch, 1987, são os principais agentes etiológicos da 

malária no Brasil. Há registro de transmissão também por Plasmodium malariae Feletti e 

Grassi, 1889, geralmente essa espécie é detectada em baixa frequência e por meio da 

utilização de técnicas moleculares que são mais sensíveis (Consoli e Oliveira 1994; Forattini 

2002; Nussenzweig 2011; Wassmer e Grau, 2017). 

O controle dos vetores tem sido uma das principais ações para o programa de 

eliminação da malária no mundo (WHO 2011). No Brasil, o combate ao mosquito teve início 

no ano de 1905, com histórico de aplicações de inseticidas no intradomicílio, ou pulverização 

residual interna, do inglês Indoor Residual Spraying (IRS), que foram realizadas em 

diferentes regiões do país onde havia registro da doença (Oliveira-Ferreira et al. 2010; 

Ferreira e Castro 2016). Essas medidas resultaram no sucesso da redução da malária no país e 

posteriormente, também foram implementadas em outros países (Pluess et al. 2010; Hamel et 

al. 2011; West et al. 2015; Tukei et al. 2017). 
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A utilização dos inseticidas químicos, como o DDT (diclorodifeniltricloroetano), teve 

um papel significativo para eliminação da malária nas demais regiões brasileiras (Ferreira e 

Castro 2017). Posteriormente foi incorporado medidas de controle das formas imaturas, com a 

utilização de inseticidas sintéticos como os piretróides, os quais não são seletivos (WHO 

2017).  

Ao longo de vários anos os produtos químicos selecionaram populações de mosquitos 

resistentes. Atualmente uma avaliação global do nível de suscetibilidade de populações de 

anofelinos a inseticidas químicos, indicou a ocorrência de dois principais mecanismos de 

resistências, a metabólica e resistência sítio local alvo (WHO 2011). 

Em relação a An. darlingi, já foi detectada resistência a inseticidas químicos em 

populações de países como Colômbia e Venezuela (Silva et al. 2016). Em relação as 

populações brasileiras, foi constatado perda de suscetibilidade em algumas localidades do 

estado do Amazonas, para os inseticidas Deltametrina, Cipermetrina e Alfacipermetrina 

(Almeida, 2017), e alterações no canal de sódio e potássio em condição de laboratório (Silva 

et al. 2014; Galardo et al. 2015). Contudo, são necessários mais estudos para elucidar o nível 

de suscetibilidade dessa espécie aos inseticidas químicos empregados atualmente nesta região.   

Levando-se em consideração ao que ocorreu em populações de anofelinos em outras 

regiões do mundo, para as quais já é comprovado mutações Kdr (Knock- dawn), que levam 

resistência a esses inseticidas (Cáceres et al. 2011; Brooke et al. 2015; Silva et al. 2016).  É 

importante a utilização de diferentes princípios ativos em rotatividade, no sentido de evitar a 

resistência.  

Além disso, há preocupação de expansão do An. darlingi para áreas consideradas 

controladas para a transmissão da doença, uma vez que, esse mosquito apresenta capacidade 

de se adaptar a locais modificados pelo homem dentro da floresta. Essa situação é realidade 

na Amazônia brasileira, devido as mudanças ambientais ocasionadas pelas atividades 

antrópicas (Rodrigures et al. 2017). Deve-se considerar ainda que apesar da taxa de infecção 

natural dessa espécie ser frequentemente baixa, An. darlingi é eficiente em transmitir os 

agentes etiológicos da malária, mesmo em locais onde encontra-se em baixa densidade e, isso 

devido as suas altas taxas de picadas e boa suscetibilidade para a infecção por Plasmodium 

(Tadei e Dutary-Thatcher 2000; Hiwat e Bretas 2011).  

Diante desse contexto, e apesar dos avanços consideráveis no controle da malária no 

mundo nos últimos anos, com significativa redução dos casos da doença, é necessária a 

continuidade de medidas de controle vetoriais para garantir a sequência da redução de casos e 

uma possível eliminação da doença (Recht et al. 2017).  
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Estratégias de redução larval é parte das ferramentas do controle integrado dos 

vetores.  Uma vez controlado as larvas, é possível reduzir a densidade dos adultos e circulação 

da doença (Tusting et al. 2015).  

Considerando a dinâmica dos habitats larvais de anofelinos na Amazônia, como a 

presença de tanques de piscicultura, lagos naturais, e formação de lagos em decorrência de 

assentamento rural, entre outros (Reis et al. 2015), a aplicação de larvicidas torna-se uma 

importante ferramenta para garantir a sustentabilidade da redução da transmissão da doença. É 

recomendado a utilização de métodos ecologicamente viáveis para ser aplicado no controle de 

anofelinos, principalmente considerando que seus criadouros são naturais, e abrigam uma 

diversidade de organismos (Lacey et al. 2015; Benelli e Mehlhorn 2016). 

Atualmente, alternativas como a utilização de agentes biológicos para o controle de 

vetores vem ganhando importância em diversos programas de combate de espécies de 

mosquitos transmissores de patógenos e outros insetos de importância econômica no mundo 

(Marina et al. 2014; Silva et al. 2016; Saldanã et al. 2017).  

Bacilllus thuringiensis Berliner 1911 (Eubacteriales: Bacillaceae) é a bactéria mais 

utilizada na fabricação de inseticidas biológicos para o controle de mosquitos.  Sua eficácia é 

devido a produção de inclusões cristalinas durante a esporulação, que apresentam proteínas 

tóxicas a insetos de diferentes ordens, denominada toxinas Cry (crystal) e Cyt (cytolítica) 

(Höfte e Whiteley 1989; Alves 1998; Bradran et al. 2016).  

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) é uma importante linhagem com ação 

especifica para mosquitos. A toxicidade de Bti é devido a produção de duas famílias de 

proteínas inseticidas, principalmente (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa e Cyt1Aa) (Bravo et al. 

2011; Ben-Dov 2014).  

Essa bactéria tornou-se um componente importante no controle integrado de 

mosquitos vetores, amplamente utilizadas para o controle de mosquitos e borrachudos (Habib 

e Andrade 1998).  A utilização de B. thuringiensis israelensis têm sido um sucesso por mais 

de trinta anos no controle de mosquitos do gênero Aedes em diferentes regiões do mundo, o 

que tem estimulado a busca por novos isolados capazes de controlar outros insetos de 

importância para a saúde pública (Costa et al. 2010; Soares-da-Silva et al. 2015; El-Kersh et 

al. 2016). 

Para o contole de mosquitos do gênero Anopheles, seleção de linhagens de B. 

thuringiensis foram realizadas em outros países e comprovaram toxicidade para importantes 

vetores da malária, como para Anopheles gambie Giles, 1902 (s.l.) (El-kersh et al. 2016), 

Anopheles stephensis (Patil et al. 2012) e Anopheles quadrimaculatus Say, 1824 (Abdullah et 
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al. 2006).  Além disso, as toxinas Cry e Cyt de B. thuringiensis tem sido usada por técnicas de 

engenharia genética, para atuarem em combinação em diferentes formulações com objetivo de 

ampliar o espectro de ação no controle de mosquitos, principalmente para suprimir a 

resistências aos inseticidas químicos pelos anofelinos (Ibrahim et al. 2016).  

No controle de An. darlingi foram utilizados com sucesso dois agentes microbianos, 

Lysinibacillus sphaericus Neide (1904) e formulações a base B. thuringiensis israelensis, para 

o qual foram realizadas aplicações na cidade de Manaus e em São Gabriel da Cachoeira; 

ambas demostraram resultados satisfatórios, com boa eficácia e especificidade (Rodrigues et 

al. 2008; Litaiff-Abreu et al. 2011). 

Porém, até o momento não há estudos de seleção de linhagens de B. thuringiensis 

brasileiras para o controle dessa espécie. Considerando o potencial tóxico de B. thuringiensis 

para mosquitos e a necessidade de implementar métodos alternativos que sejam 

ecologicamente seguros para o controle de anofelinos, o presente estudo buscou selecionar 

linhagens nativas com patogenicidade em An. darlingi em condição de laboratório. A seleção 

de isolados, com atividade patogênica para Ae. aegypti e já caracterizadas por meio de 

técnicas moleculares, facilitaram os bioensaios para mosquitos do gênero Anopheles. 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Seleção de isolados de Bacillus thuringiensis  

Foram utilizadas 15 isolados de B. thuringiensis nos bioensaios com larvas de An. 

darlingi, selecionadas por apresentarem elevada toxicidade contra larvas de Ae. aegypti, para 

as quais foi registrado índice de mortalidade de 100% em 24 horas de exposição. Todos os 

isolados utilizados foram caracterizados em estudos prévios por Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), quanto à presença dos genes cyt e cry mosquito específicos (Vieira Neta, 

2016, Lobo, 2015, Soares-da-Silva et al. 2017).  

As linhagens foram obtidas a partir do Banco de Bacilos Entomopatogênicos do 

Maranhão (BBENMA), Coleção de linhagens de B. thuringiensis e espécies correlatas, 

pertencente ao Laboratório de Entomologia Médica (LABEM), situada na Universidade 

Estadual do Maranhão, na cidade de Caxias, MA. Quanto aos dados de isolamento, dois 

isolados foram obtidos do solo da Amazônia, 11 do Cerrado, um do solo da Caatinga e um 

isolado de insetos mortos, todas coletadas no estado do Maranhão (Tabela 1).   
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Tabela 1. Isolados de Bacillus thuringiensis utilizados em teste de patogenicidade para larvas 

de Anopheles darlingi, conforme origem do substrato de isolamento. 

 

Bioma Substrato Município/MA Latitude (S) Longitude (W) 

Amazônia/Solo    

BtMA- 37 Solo Viana  03°13'12.3"S 045°08'88.7"W 

BtMA-750  Solo   São J. de Ribamar 02°27'56.5"S 044°11'43.2"W 

Cerrado/Solo    

       BtMA-401  Solo Colinas  06°04’53.5"S 044°23’10.6"W  

BtMA-679 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-681 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-684 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-685 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-687 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-688 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-689 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-690 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-691 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

BtMA-694 Solo Duque Barcelar 04°13'72.5"S 042°94’91.8"W 

Cerrado/Insetos    

BtMA-1114 Coleoptera Mirador  - 

Caatinga/Solo    

BtMA -703 Solo Santa Quitéria  03°48'34.6"S 042°55’59.8"W 

Fonte: Banco de Bacilos entomopatogênicos do Maranhão 

 

Foram realizados dois tipos de bioensaios: o seletivo, para avaliar a patogenicidade 

das linhagens de B. thuringienis contra as larvas de An. darlingi; e o bioensaio quantitativo 

com as linhagens que mostraram mortalidade acima de 90% até 48 horas, com objetivo de 

determinar as concentrações letais CL50 e CL90. Os bioensaios foram realizados conforme 

recomendação do Guidelines For Laboratory And Field Testing of Mosquito Larvicides, com 

modificações (WHO 2005).  
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2.2 Coleta e criação de Anopheles darlingi. 

Para obtenção de larvas de An. darlingi foram realizadas coletas de fêmeas adultas na 

área periférica da cidade de Manaus, AM. As coletas foram realizadas no peridomicílio em 

residências da zona leste da cidade, no Ramal do Brasileirinho (Cristo Vive 03°01´33.1”S 

59°51’07.7”W). A realização das coletas ocorreu no período de 18h à 21h, pelo método de 

atração humana com proteção, procedimento devidamente autorizado (SISBIO/21264-3).  

 As fêmeas adultas de An. darlingi coletadas, foram acondicionados em copos 

parafinados de 1000 mL, com a abertura protegida com o tecido do tipo filó preso com liga de 

borracha (Figura 1A). Os mosquitos coletados foram transportados para o insetário de An. 

darlingi do Laboratório de Malária e Dengue no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 

(INPA), onde receberam alimentação sanguínea, por meio de repasto em hamster 

Mesocricetus auratus (Waterhouse, 1839) (CEUA-026/2016) (Figura 1B). As fêmeas 

ingurgitadas foram colocadas individualmente para ovipor em copos plásticos, nos quais 

continha no fundo, algodão e papel filtro umedecido com água destilada. Os copos com as 

fêmeas foram acondicionados em isopor por quatro dias, após esse período, foi retirado para 

verificação da presença de ovos (Figura 1C) (Santos et al. 1981).  

Os ovos obtidos foram identificados com a utilização de chaves específicas (Faran e 

Linthicum 1981 e Linthicum 1988). Os ovos identificados como da espécie An. darlingi 

foram colocados em bandejas de plásticos, com água e papel filtro na lateral, o que é 

necessário para aderência dos ovos (Figura 1D).  

As larvas foram mantidas no insetário até atingirem o terceiro instar, para isso, três 

vezes por dia, as larvas foram alimentadas com as rações para peixe do tipo Tetramim® e 

Goldfish®, proporção 1:1, e foi realizada a troca de água, seguindo o protocolo de criação do 

Laboratório de Malária e Dengue. O insetário foi mantido sob condições controladas de 

temperatura, em torno 27 ºC, umidade relativa de 70- 80 % e fotoperíodo de 12 h (Santos et 

al. 1981, Scarpassa e Tadei 1990). As larvas de terceiro instar foram separadas para realização 

de bioensaios.  
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Figura 1. Criação de Anopheles darlingi em laboratório: 1A) fêmeas coletadas em campo 

acondicionadas em copos parafinados; 1B) repasto sanguíneo de fêmeas com utilização de hamster 

em laboratório; 1C) fêmea colocada individualmente em copo plástico para oviposição; 1D) Bandeja 

de plástico com água, contendo ovos para obtenção de larvas.   

 

2.3 Bioensaios seletivo para larvas de Anopheles darlingi. 

Os 15 isolados de B. thuringiensis foram testados contra larvas de An. darlingi por 

meio de bioensaios de patogenicidade. Os bioensaios foram realizados em triplicata, para isso, 

utilizou-se três copos plásticos com 10 mL de água destilada, 10 larvas de terceiro instar, e 

cada isolado foi testada na concentração final de 10 mg/L. Como controle negativo utilizou-se 

10 larvas mantidas em copo plástico com água, mas, sem inoculação de bactéria e, para o 

controle positivo foi utilizada a linhagem padrão B. thuringiensis israelensis (Bti) cepa T04 

001.  

 Os controles foram testados nas mesmas condições que o tratamento, e após a 

aplicação da bactéria foram realizadas leituras de mortalidade das larvas em intervalos de 24 e 

48 horas. 

1A 
1B 

1C 
1D 
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Os bioensaios foram conduzidos no Laboratório de Malária e Dengue do INPA, em 

condições controladas, com temperatura de 28 ± 2 ºC e umidade relativa de 80%, fotoperíodo 

de 12L:12D (WHO 2005). Os isolados para os quais o índice de mortalidade foi igual ou 

superior a 90% até 48 horas, foram selecionados para a realização de bioensaios quantitativos. 

 

2.4 Bioensaios quantitativos  

Nos bioensaios quantitativos, para cada linhagem foram inicialmente testadas oito 

concentrações 6,66; 3,33: 1,66; 0,83; 0,41; 0,20; 0,10 e 0,033 mg/L, a partir das quais foram 

estabelecidas mais concentrações de forma a obter mortalidade 90-100 e 5-15% para cada 

isolado estudado. Os bioensaios quantitativos foram realizados de acordo com o protocolo da 

Organização Mundial de Saúde, com modificações (WHO 2005).  

Cada concentração foi testada em três repetições, em cada repetição foram utilizados 

cinco copos plásticos com 150 mL de volume final de água destilada, 10 larvas de 3º instar, 

quantidade correspondente de cada concentração dos isolados de B. thuringiensis e alimento 

para larvas, que consistiu de ração para peixe do tipo Tetramim® e Goldfish®, proporção 1:1. 

Para cada bioensaio foi acrescentado um grupo controle negativo, que consistiu em um copo 

com larvas, alimento, sem a inoculação da bactéria.  

As leituras de mortalidade foram realizadas em intervalos de 24, 48 e 72 horas após 

aplicação do bacilo, com contagem de larvas vivas e mortas. 

Como controle positivo foi utilizado a cepa padrão de B. thuringiensis subsp. 

israelensis T04 001, cedida pelo Laboratório de Genética de Bactérias e Biotecnologia 

Aplicada (LGBBA) da FCAV/ UNESP Jaboticabal. O bioensaio com essa cepa foi realizado 

nas mesmas condições citadas para os isolados, conduzidos em condições controladas, 

conforme descritas no bieonsaio seletivo (WHO 2005). 

 

2.5 Obtenção das Concentrações Letais (CL50) e (CL90) e Análises dos dados 

Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios de toxicidade foram submetidos à 

análise de Probit p < 0,05 (Finney, 1971). Os cálculos das concentrações letais foram 

realizados com a utilização do programa estatístico POLO PLUS (LeOra Software 2003) para 

estimativas das CL50 e CL90. 



94 
 

A toxicidade dos isolados e da cepa padrão B. thuringiensis israelensis T04 001 foram 

comparadas pela Análise de Variância (ANOVA), teste de Tukey com nível de significância 

de 95% (α =0,05), com a utilização do programa estatístico BioEstat verão 5.0 for Windows 

(Ayres et al. 2007).  

 

3. RESULTADOS  

3. 1 Seleção de linhagens de Bacillus thuringiensis patogênicas para Anopheles darlingi. 

Por meio dos bioensaios seletivos foi possível verificar que 13 (88,2%) isolados 

demonstraram atividade larvicida para An. darlingi. Destas, 10 (66,6%) mataram 100% das 

larvas em 24 horas de exposição, os demais isolados, apresentaram percentual de mortalidade 

maior que 60% em 24 horas, e 93,3% na leitura de 48 horas. Somente dois não apresentaram 

patogenicidade (Tabela 2). 

Os isolados que possuem maior número de genes cry e cyt com ação específica para 

mosquitos, apresentaram maior percentual de mortalidade nos bioensaios seletivos. Verificou-

se que 10 isolados ocasionaram 100% de mortalidade das larvas em apenas 24 horas de 

exposição e todos tinham combinação de seis ou mais genes das duas classes (cry e cyt), 

dados semelhantes ao tratamento com a linhagem padrão B. thuringiensis subsp. israelensis. 

Por outro lado, para os dois isolados que não causaram mortalidade, verificou-se que BtMA-

401 não amplificou para nenhum dos genes analisados, e para BtMA-37, foi obtido 

amplificação somente para o gene cy4Aa (Tabela 2).  
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Tabela 2. Isolados de Bacillus thuringiensis com atividade larvicida para Anopheles darlingi nos 

intervalos de leitura de 24 e 48 horas, e respectivos conteúdos gênicos. 

 Fonte = 1Vieira-Neta, 2016, 2 Lobo, 2015, Soares-da-Silva et al. 2017. 

 

3.2 Estimativa da concentração letal (CL50) e (CL90). 

Os bioensaios de toxicidade foram realizados com as 13 linhagens de B. thuringiensis 

que apresentaram mortalidade maior a 90% após leitura de 48 horas.  

Foi verificado maior mortalidade para as larvas a partir da leitura de 48 horas. 

Constatou-se que houve diferença estatística significativa na mortalidade entre a leitura de 24 

horas com os outros dois tempos de observação (Tukey, p = 0,0031), contudo, não houve 

diferença na mortalidade entre as leituras de 48 e 72 horas (Tukey, p>0,05).   

Bioma 

Mortalidade 

(%) 

24 h        48 h 

 

Genes cry 

 

Genes cyt 

Amazônia     

     BtMA- 37 0 6,6 cy4Aa - 

  BtMA-750 1 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab;cyt2Aa 

Cerrado /solo     

     BtMA-401 2 0 6,6 - - 

BtMA-679 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-681 100 -  cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa  cyt1Aa;cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-684 63,3 93,3 cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-685 86,6 93,3 cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-687 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-688 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-689 100  cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa  cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-690 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-691 100 - cry4Ba; cry10Aa e cry11Ba  cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

BtMA-694 86,6 93,3 cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

Cerrado/Insetos     

  BtMA-1114 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

Caatinga     

 BtMA -703 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 

Bti T04 001 100 - cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa;cyt2Ba 
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Considerando os valores das CL50 nos três intervalos de observação, verificou-se que 

as linhagens de maior toxicidade foram BtMA-689 e BtMA-690 para quais foram obtidos os 

menores valores de CL50 e CL90 em dois intervalos de observação. As linhagens BtMA-681, 

BtMA-1114, BtMA-687, BtMA-690, BtMA-703 e BtMA-750, apresentaram mortalidade 

semelhante a cepa padrão Bti T04 001, porém foi verificada diferença estatística no 

tratamento das linhagens e da cepa padrão em pelo menos um intervalo (48 horas) (Tabela 3) 

(Tukey, p = 0,0021).  

Na avaliação de 24 horas, BtMA-681, BtMA-687, BtMA-703, BtMA-750 e BtMA-

1114 apresentaram resultados muito semelhantes ao obtido à linhagem padrão, com valores de 

CL50 de 0,017 mg/L, 0,021 mg/L, 0,126 mg/L, 0,049mg/L e 0,079 mg/L respectivamente, 

enquanto que para Bti foi 0,072 mg/L. Para CL90 foi verificado maior variação, contudo, não 

houve diferença estatística significtiva entre essas linhagens para CL50 e CL90 nesse intervalo 

de observação (Tukey, p>0,05). 

Tomando como base os valores da leitura de 48 horas, verifica-se que BtMA-689 e 

BtMA-690 foram as linhagens mais tóxicas, para as quais obteve-se menores valores de CL50 

(0,003 mg/L e 0,004 mg/L) e CL90 (0,030 mg/L e 0,014 mg/L), e baseado na estimativa da CL50, 

verifica-se que essas linhagens foram cerca de 10 vezes mais tóxicas que Bti. Por outro lado, 

as linhagens BtMA-679, BtMA-681, BtMA-687, BtMA-703, BtMA-750 e BtMA-1114, 

mostraram resultados muito aproximados ao verificado para Bti (Tabela 3).  

Após 72 horas, verifica-se que os resultados foram semelhantes, com BtMA-681, 

BtMA-689 e BtMA-690 como os menores valores de CL50 (0,006 mg/L, 0,002 mg/L e 0,003 

mg/L, respectivamente) e CL90 (0,040mg/L, 0,009 mg/L e 0,012 mg/L, respectivamente), 

valores cerca de dez vezes menores que o obtido para a linhagem padrão, com CL50 (0,025 

mg/L) e CL90 (0,195 mg/L) (Tabela 3). 

Por outro lado, BtMA-685, BtMA-691 e BtMA-694 foram as linhagens com menor 

toxicidade, para as quais foram registrados os maiores valores de CL50 e CL90, nos três 

intervalos de observação (Tabela 3). Para o controle negativo, o índice de mortalidade foi 

menor que 5% nos três períodos avaliados. 
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Tabela 3. CL50 e CL90 nos intervalos de 24, 48 e 72 horas para isolados de Bacillus 

thuringiensis com patogenicidade para larvas de Anopheles darlingi. 

24 horas 

Isolados CL50(IC 95%) mg/L CL90(IC 95%) mg/L Slope ±SE χ2 (GL=3) 

BtMA-679 0,206 (0,117-0,299) 2,083 (1,645-2,854) 1,276 (0,155) 2,9 

BtMA-681 0,017 (0,014-0,020) 0,130 (0,094-0,208) 1,447 (0,145) 0,902   

BtMA-684 - - - - 

BtMA-685 2,780 (2,083-3,920) 79,963 (40,553-206,466) 0,878 (0,079) 1,789 

BtMA-687 0,211 (0,150-0,292) 1,289 (0,771-3,275) 1,630 (0,129) 5,024 

BtMA-688 0,341 (0,179-0,594) 3,454 (1,724-11,383) 1,275 (0,083) 7,881 

BtMA-689 1,039 (0,603-2,096) 12,541 (4,922-83,371) 1,185 (0,084) 8,104 

BtMA-690 0,201 (0,094-0,372) 4,418 (1,754-29,269) 0,954 (0,078) 6,770 

BtMA-691 0,246 (0,202-0,301) 0,931 (0,682-1,488) 2,219 (0,159) 3,210 

BtMA-694 4,141 (1,518-18,023) 79,704 (18,212 - 51,443) 0,998 (0,091) 15,39 

BtMA-703 0,126 (0,020-0,406) 1,519 (0,460-53,785) 1,187 (0,076) 27,383 

BtMA -1114 0,079 (0,062-0,109) 0,665 (0,378- 1,593) 1,384 (0,157) 0,956 

BtMA-750 0,049 (0,036-0,078) 0,363 (0,183- 1,362) 1,484 (0,144) 3,587 

Bti  0,072 (0,020-0,254) 0,410 (0,145-24,631) 1,701 (0.092) 83,130 

  48 horas   

Isolados CL50(IC 95%) mg/L CL90(IC 95%) mg/L Slope ±SE χ2 (GL=3) 

BtMA-679 b 0,068 (0,015-0,138) 0,528 (0,353-0,699) 1,443 (0,279) 1,466 

BtMA-681 a 0,011 (0,008-0,013) 0,089 (0,066-0,139) 1,390 (0,152) 1,741 

BtMA-684 - - - - 

BtMA-685 0,614 (0,288-1,549) 8,936 (2,770-418,713) 1,102 (0,100) 11,511 

BtMA-687 a,b 0,071 (0,053-0,089) 0,730 (0,542 -1,108) 1,266 (0,127) 1,839 

BtMA-688 b,c 0,113 (0,060-0,176) 0,508 (0,301-1,542) 1,966 (0,136) 12,837 

BtMA-689 0,003 (0,006-0,012) 0,030 (0,009-3,759) 1,320 (0,084) 33,943 

BtMA-690 a,b 0,004 (0,003-0,006) 0,014 (0,010-0,026) 2,494 (0,172) 7,835  

BtMA-691 c 0,212 (0,168-0,265) 0,860 (0,608-1,494) 2,105 (0,155) 3,908 

BtMA-694 0,890 (0,392- 1,563) 22,348 (9,865- 111,109) 0,916 (0,080) 5,449 

BtMA-703 a,b 0,057 (0,023-0,110) 0,580 (0,275-2,192) 1,274 (0,084) 10,216 

BtMA-1114 a,b 0,025 (0,019- 0,030) 0,338 (0,223-0,621) 1,128 (0,119) 1,961 

BtMA-750 a,b 0,041 (0,0300-0,063) 0,320 (0,163-1,155) 1,442 (0,135) 3,748  

Bti  a,b 0,039 (0,029-0,054) 0,238 (0,140-0,602) 1,628 (0,144) 3,273 

  72 horas   

Isolado  CL50(IC 95%) mg/L CL90(IC 95%) mg/L Slope ±SE χ2 (GL=3) 

BtMA-679 0,030 (0,001- 0,096) 0,255 (0,063-0,413) 1,374 (0,394) 2,043 
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BtMA-681 0,006 (0,002-0,010) 0,040 (0,010-0,124) 1,605 (0,184) 6,4494 

BtMA-684 - - - - 

BtMA-685 0,368 (0,141-0,795) 3,568 (1,363-96,215) 1,299 (0,106) 15,907 

BtMA-687 0,048 (0,035-0,060) 0,345 (0,277-0,462) 1,490 (0,147) 0,860 

BtMA-688 0,097 (0,019-0,249) 0,860 (0,412-3,054) 1,355 (0,092) 19,032 

BtMA-689 0,002 (0,002-0,003) 0,009 (0,008-0,011) 2,380 (0,193) 2,480 

BtMA-690 0,003 (0,002-0,005) 0,012 (0,0083-0,023) 2,251 (0,163) 7,7832 

BtMA-691 0,188 (0,168-0,210) 0,665 (0,558-0,829) 2,338 (0,165) 1,070 

BtMA-694 0,454 (0,323- 0,600) 7,597 (5,531- 11,370) 1,048 (0,086) 2,464 

BtMA-703 0,035 (0,016-0,064) 0,412 (0,204-1,353) 1,199 (0,085) 7,0342 

BtMA-1114 0,012 (0,005- 0,020) 1,415 (0,0807-0,4796) 1,207 (0,128) 4,8798 

BtMA-750 0,030 (0,026-0,037) 0,227 (0,158-0,371) 0,148 (0,0131) 2,626 

Bti  0,025 (0,016- 0,039) 0,195 (0,100-0,728) 1,427 (0,112) 6,5358 

Legenda: CL50
 e CL90= Concentração Letal; IC= Intervalo de confiança. GL=Graus de Liberdade, - =não 

estimada. *. Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey (p>0,05). 

 

4. DISCUSSÃO  

O índice de linhagens de B. thuringiensis que causaram mortalidade nas larvas de An. 

darlingi por meio de bioensaios seletivos, evidenciam o potencial dos isolados obtidos nos 

três biomas estudados para o controle desse mosquito. É importante ressaltar que as linhagens 

que apresentaram 100% de mortalidade em 24 horas, exibiram atividade patogênica para 

ambas as espécies, Ae. aegypti (testes prévios) e An. darlingi demostrando o potencial para o 

controle desses mosquitos.  

A boa efetividade desses isolados nativos para o controle de mosquitos, é devido 

atuação em sinergismo das proteínas Cry e Cyt detectadas previamente por meio da técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase-PCR. Para os isolados ativos, foi verificado combinações 

distintas com três ou mais toxinas, sendo que juntas, já demostraram serem efetivas para o 

controle de mosquitos do gênero Anopheles (El-Kersh et al.2014; 2016), como também para 

outras espécies de mosquitos (Costa et al. 2010; Santos et al. 2012). 

Analisando o perfil gênico das linhagens de B. thuringiensis obtidas no presente 

estudo que causaram mais de 90% de mortalidade até 48 horas de exposição, foi possível 

associar a presença de pelo menos seis genes entre cry e cyt em uma única linhagem.  Oito 

linhagens apresentaram amplificação positiva para nove genes, dos quais cinco são cry 
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(cry4Aa; cry4Ba; cry10Aa; cry11Aa e cry11Ba) e quatro cyt (cyt1Aa; cyt1Ab; cyt2Aa; 

cyt2Ba), esse perfil é semelhante ao obtido para estirpe padrão, que também mostrou elevada 

patogenicidade para e An. darlingi, para qual foi obtido 100% de mortalidade em apenas 24 

horas.  

Isolados de B. thuringiensis obtidos de diferentes países da América Latina, também 

demostraram resultado semelhantes ao verificado no presente trabalho, no qual, as linhagens 

que exibiram maior toxicidade para larvas Culex quinquefasciatus Say, 1823, Ae. aegypti e 

An. albimanus, apresentaram amplificação positiva para os genes cry4A, cry4B, cry11, cyt1 e 

cyt2 (Ibarra et al. 2003).  

Apesar de B. thuringiensis apresentar um amplo espectro de ação, em relação ao nível 

de patogenicidade para os três principais gêneros de mosquitos, até o momento, há maior 

número de toxinas Cry e Cyt com ação inseticida para larvas de Ae. aegypti. Em seguida para 

Culex spp, é em menor número, às toxinas com ação para mosquitos do gênero Anopheles 

spp. (Frankenhuyzen 2009; 2013).  

Considerando a cepa B. thuringiensis israelensis, em termos gerais, a toxicidade de 

cada toxina isolada é bastante diferenciada para cada gênero de mosquito. Em relação as 

toxinas Cry, sabe-se que Cry4Aa é altamente tóxica para larvas de Culex spp. e pouco para 

Anopheles spp. e Aedes spp.  Por outro lado, a toxina Cry4Ba, tem maior atividade contra 

Anopheles e Aedes, menos tóxica para Culex, enquanto que Cry11Aa exibe atividade larvicida 

elevada contra as larvas de Aedes e Culex, mas inferior contra Anopheles (Delécluse et al. 

1995; Ben-Dov 2014; Zhang et al. 2016).  

Em relação as toxinas Cyt, sabe-se que a patogenicidade dessas toxinas para 

mosquitos é baixa, contudo, Cyt2Ba atua em sinergismo com Cry4Aa, Cry4Ba ou Cry11Aa e, 

toxina Cyt1Aa tem o potencial de interagir principalmente com Cry11Aa. Essas interações 

sinérgicas contribuem para a toxicidade geral do isolado, o sinergismo das toxinas Cyt com as 

Cry, proporciona elevada patogenicidade para larvas de mosquitos (Ben-Dov 2014). Essas 

diferentes combinações (Cry e Cyt) foram verificadas nos isolados obtidos no presente estudo 

com atividade larvicida para An. darlingi.  

Por outro lado, a ausência de atividade larvicida das linhagens BtMA-37 e BtMA-401 

para An. darlingi, apesar dessas linhagens ter apresentado atividade larvicida para Ae. aegypti, 

pode ser explicada devido à ausência dos genes cry e cyt com ação específica para esse 

mosquito. A linhagem BtMA-37 apresentou um único gene, cy4Aa, que embora tenha ação 

díptero-específico, o produto desse gene é pouco tóxico para anofelinos (Ben-Dov 2014). 

Outro fator importante, e que a detecção do gene cry e cyt em uma linhagem de B. 
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thuringiensis, é uma forma de predizer atividade larvicida, porém, o gene pode não ser 

expresso pela linhagem (Bravo et al. 1998; Costa et al. 2010).  

Há poucos estudos de seleção de isolados B. thuringiensis com ação para mosquitos do 

gênero Anopheles (Ibarra et al. 2003; El-Kersh et al. 2016). Para algumas espécies foram 

feitos ensaios com diferentes toxinas Cry e Cyt isoladas, é foi verificado variação em relação 

a susceptibilidade de cada espécie a essas toxinas de forma especifica. Para An. stephensi há 

maior número de toxinas Cry e Cyt com atividade inseticida (2Aa, 4Aa, 4Ba,11Aa, 11Ba, 

16Aa, 19Aa, 27Aa, 39Aa, 44Aa), seguido da espécie An. gambie (1Ca, 2Ab; 4Aa, 4Ba, 

cyt1Aa e cyt2Aa), An. albimanus (11Aa, 11Ba e 11Bb) e para An. quadrimaculatus somente a 

toxina Cry2Aa e Cry11Ba (Abdullah et al. 2006; Otieno-Ayayo et al. 2008; Ben-Dov 2014).  

Quanto a ação de B. thuringiensis para An. darlingi, até o presente momento não 

existem na literatura estudos que relatem a presença de isolados nativos com ação larvicida 

para essa espécie, o que torna esses dados inéditos.  

Entretanto, para outras espécies do gênero Anopheles foi relatado a presença de 

isolados com atividade larvicida. Para An. gambiae, importante vetor da malária africana, foi 

verificada isolados de B. thuringiensis obtidos em diferentes substratos da Arábia Saudita, 

sendo que, de 68 isolados testado, 23 (33,8%) exibiram atividade larvicida, os autores 

verificaram ainda, que para esses isolados foram obtidos amplicons do tamanho esperado para 

os genes cry4Aa, cry4Ba, cry10, cry11, cyt1Aa e cyt2Aa (El-kersh et al. 2016). Para An. 

quadrimaculatus também foi verificado isolados obtidos da América Latina com ação para 

esse vetor, também como o perfil gênico semelhante ao verificado nesse estudo (Ibarra et al. 

2003).  

Esses dados corroboram com o obtido no presente estudo, pois com a caracterização 

molecular das linhagens com atividade larvicida, foi possível associar a presença desses genes 

a toxicidade de B. thuringiensis para An. darlingi.  

Levando-se em consideração An. darlingi, não há dados sobre à toxicidade de toxinas 

Cry e Cyt de forma isolados para essa espécie, contudo, sabe-se que An. darlingi é suscetível 

ao complexo de toxinas presentes em Bti. Formulações à base da cepa B. thuringiensis 

israelensis, foram empregadas em criadouros naturais de anofelinos na região leste de 

Manaus. Essa bactéria foi capaz de reduzir a população dessa espécie no intervalo de apenas 

24 horas após a aplicação. Foi verificado ainda que, houve redução tanto de An. darlingi, 

como também em criadouros com outros anofelinos (Cavados et al. 2017).  

No presente estudo, verificou-se que oito linhagens apresentaram toxicidade para 

larvas de An. darlingi semelhante ao tratamento com a cepa padrão Bti-T04 001, com 
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destaque para os isolados BtMA-681, BtMA-689, BtMA-690 e BtMA-1114, que exibiram 

valor de CL50 menor que Bti em pelo menos um dos intervalos de observação.  

Vários estudos evidenciaram isolados com melhor atividade larvicida para o controle 

de mosquitos do que cepa padrão B. thuringiensis israelensis (Costa et al. 2010; El-Kersh, 

2014; 2016). Para An. gambiae (s.l), dos 23 isolados nativos da Arábia Saudita, oito foram 

mais tóxicas que Bti, com valores de CL50 (3,90-7,40 mg/L) cerca de 3,5 vezes menor que a 

estirpe padrão (El-Kersh et al. 2016). Esses autores verificaram ainda que dos oito isolados 

mais tóxicos que Bti, seis linhagens apresentavam perfis de genes cry e cyt semelhantes a 

estirpe padrão, semelhantes ao encontrado no presente estudo.  

Essa combinação gênica até o momento, e que apresenta maior potencial para controle 

de mosquitos, apesar dos esforços em encontrar diferentes combinações dessas toxinas em 

isolados de B. thuringiensis obtidos dos mais distintos tipos de ecossistemas em todo mundo 

(Zhang et al. 2010; 2016).  

Essa diversidade de isolados também foi observada nesse estudo, pois as linhagens 

que mostraram atividade larvicida para An. darlingi, têm origem distinta: BtMA-681, BtMA-

687, BtMA-688, BtMA-690 foram isolados de amostras de solo do Cerrado, BtMA-750 

obtido do solo da Amazônia, enquanto que BtMA-1114 foi obtido de inseto Coleoptera. Esses 

dados são importantes do ponto de vista para obtenção da diversidade de linhagens tóxicas 

com ação para mosquitos e evidencia que a presença das toxinas da família Cry4, Cry11 e 

Cyt1 e Cyt2 são as mais eficientes no controle desse vetor.  

Bioensaios com proteínas Cry purificados evidenciaram a patogenicidade distinta e 

seletivas dessas toxinas, pois foi verificado que Cry2 que apresenta ação para insetos da 

ordem Lepidoptera, quando testada contra larvas de Ae. aegypti, Cx quinquefasciatus e 

Anopheles stephensi, não causou nenhum efeito tóxico (Reyaz et al. 2017). 

As diferenças relevantes na fisiologia do intestino médio e variação na atividade 

proteolítica entre diferentes ordens de insetos, são fatores determinantes para a especificidade 

de cada toxina (Côrrea et al. 2012).  

Essas variações podem ocorrer até mesmo dentro de um grupo específico, como 

verificado por meio dos bioensaios quantitativos com isolados obtidos nesse estudo, em 

relação as duas espécies de mosquito testadas, para as quais foram obtidos resultados 

distintos. Tomando como base os valores CL50 no intervalo de 48 horas, verifica-se que o 

potencial de toxicidade desses isolados foi menor para An. darlingi em comparação com Ae. 

aegypti (dados apresentados no capítulo anterior). No geral, para An. darlingi, os valores de 
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CL50 foram de cinco a dez vezes maior, com exceção da linhagem BtMA-681, que foi cerca 

de quatro vezes mais tóxico para An. darlingi do que Ae. aegypti.  

A diferença na toxicidade pode ser ainda em relação a capacidade de interação das 

proteínas Cry com receptores específicos presentes no epitélio intestinal dos mosquitos 

(Pigott e Ellar 2007). A presença desses receptores é o que torna um inseto susceptível a ação 

de uma determinada toxina. Mesmo dentro de um mesmo grupo, pode haver variação quanto 

ao número desses receptores, o que define a especificidade e os espectro de ação de cada 

proteína inseticida (Chen et al. 2017; Qiu et al. 2017).  

Considerando os anofelinos, a espécie An. albimanus, principal vetor da malária no 

México, é altamente suscetível a B. thuringiensis israelensis, entretanto, verifica-se que 

somente Cry4Ba e Cry11Aa são as proteínas que interagem diretamente com a membrana do 

epitélio intestinal desse vetor (Fernandez-Luna et al. 2010). Para An. quadrimaculatus foi 

identificada receptores com afinidade para ligação com a toxina Cry11Ba, porém não para as 

toxinas Cry4Ba ou Cry11Aa (Abdullah et al. 2006). Resultado similar ao encontrado para An. 

gambie, que também é mais susceptível à Cry11Ba (Zhang et al. 2013; 2016).  

Por outro lado, foi caracterizado maior número desses receptores das toxinas Cry em 

Ae. aegypti; aminopeptidases como receptor para Cry11Aa (Chen et al. 2009), alkaline 

phosphatase é outro receptor envolvido na interação das toxinas Cry11Aa e Cry11Ba de Bti e 

B. thuringiensis jegathesan em larvas de Ae. aegypti (Likitvivatanavong et al. 2011; Chen et 

al. 2009).  

É importante ressaltar que os resultados obtidos nos bioensaios com larvas de An. 

darlingi, mostraram que essas linhagens são promissoras para o controle larvário dessa 

espécie. Considerando a problemática da extensiva utilização de larvicidas químicos em 

criadouros naturais de mosquitos, é necessário buscar medidas para minimizar os danos 

ambientais ocasionado pelo emprego desses inseticidas. Uma vez que, com o problema de 

resistência, há uma tendência do aumento de aplicações dos inseticidas para assegurar o 

controle desse mosquito.  

Levando-se em conta o controle de An. darlingi, que compartilha os criadouros com 

outros invertebrados, é importante o emprego de entomopatógeno que tenham ação 

específicas, como a utilização de novas linhagens de B. thuringiensis que já se mostraram 

promissoras para o controle dessa espécie e em campo, não causam danos ao ambiente onde 

são aplicados (Cavados et al. 2017) 

O emprego de B. thuringiensis no controle de insetos é viável, pois a potência 

molecular destas toxinas Cry e Cyt juntas, é 80 mil vezes melhor que os organofosforados e 
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300 vezes maior do que os piretróides sintéticos, inseticidas amplamente utilizados no 

controle de mosquitos vetores, incluindo anofelinos em todo o mundo (Feitelson et al. 1992; 

Reyas et al. 2017). 

Os bioensaios para seleção de entomopatógenos em laboratório é uma etapa essencial, 

pois é possível selecionar as linhagens de maior patogenicidade para o controle de mosquitos 

vetores.  A utilização de linhagens previamente caracterizadas por meio de técnicas 

moleculares, permite compreender o potencial de cada linhagem. Diante dos resultados 

demostrado em condição de laboratório, ressalta-se que os isolados obtidos no presente estudo 

tem potencial a ser utilizados na produção de larvicida para o controle de ambas as espécies, 

Ae. aegypti e An. darlingi, vetores primários das mais importantes doenças do mundo, 

dengue, febre amarela, zika, chikungunya e malária. 
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RESUMO  

Bacillus thuringiensis produz diversos fatores de virulência, sendo os principais as 

toxinas Cry e Cyt, presentes no cristal de proteínas produzido durante a esporulação. As 

toxinas Cry apresentam amplo espetro de ação, por outro lado, as Cyt são específicas para 

mosquitos. Cyt1Aa é a toxina citolítica mais eficiente ao agir em sinergismo com as Cry para 

o controle de mosquitos. Neste trabalho objetivou-se estudar a frequência do gene codificador 

para a toxina Cyt1Aa em isolados de B. thuringiensis nativos obtidos de amostras de solo, 

inseto e água, bem como verificar possível polimorfismo genético. Foram utilizadas 1.448 

linhagens de B. thuringiensis e realizada extração de DNA e PCR de todas com a utilização de 

primer que amplifica um fragmento de 300 pares de bases desenhado a partir de região 

conservada do gene cyt1Aa. As linhagens que apresentaram amplificação positiva foram 

sequenciadas, as de boa qualidade foram comparadas entre si e com as sequências disponíveis 

no Genbank. 33 (2,3 %) linhagens de B. thuringiensis apresentaram amplificação positiva 

para o gene cyt1Aa. A maior frequência de isolados com a presença do gene cyt1Aa foi obtida 

de amostras do bioma Cerrado, tanto isolados de solo, quanto de insetos, ambos com 3,4 %. O 

sequenciamento do gene cyt1Aa evidenciou que para essa região de 300 pares de bases o gene 

é conservado, pois não houve qualquer variação de bases para nenhum dos isolados em 

estudo. Não foi observado nenhum polimorfismo do gene analisado, que resultou em 100% de 

similaridade com as sequências depositadas no GenBank. 

. 

Palavras chave: Genes cyt, Polimorfismo, Controle de mosquitos, vetores. 
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ABSTRACT 

Bacillus thuringiensis produces several virulence factors, being the main ones the 

Cry and Cyt toxins, present in the crystal of proteins produced during sporulation. Cry toxins 

have a broad spectrum of action; on the other hand, Cyt are specific for mosquitoes. Cyt1Aa 

is the most efficacy acting in synergism with Cry for mosquito control. The aim of this work 

was to study the frequency of the gene coding for the Cyt1Aa toxin in native B. thuringiensis 

isolates obtained from soil, insect and water samples, as well as to verify possible genetic 

polymorphism. A total of 1,448 B. thuringiensis strains were used and DNA extraction and 

PCR were performed using primer that amplifies a fragment of 300 base pairs drawn from the 

conserved region of the cyt1Aa gene. The strains that showed positive amplification were 

sequenced later. The good quality ones were compared with each other and with the 

sequences available in Genbank. 33 (2.3%) B. thuringiensis strains showed positive 

amplification for the cyt1Aa gene. The highest frequency of isolates with the cyt1Aa gene 

presence was obtained from samples of the Cerrado biome, both soil isolates and insects, with 

3.4% (both). Sequencing of the cyt1Aa gene showed that for this region of 300 base pairs, the 

gene is conserved, because there was no variation of bases for any of the isolates in this study. 

No polymorphism was observed of the analyzed gene, which resulted in 100% similarity with 

the sequences deposited in GenBank. 

 

 

Key words: Cyt genes, Polymorphism, Mosquitoes control, vectors.  
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1.INTRODUÇÃO  

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva encontrada em todos os tipos 

de ambientes incluindo solo, água, insetos e plantas (Bernhard et al. 1997; Damgaard 2000; 

Pinto et al. 2003; Baig e Menhaz 2010). São bactérias formadoras de esporos que sintetizam 

uma extraordinária diversidade de proteínas inseticidas, consideradas os principais 

ingredientes utilizados na fabricação de inseticidas biológicos no mundo, pois demonstrou 

potencial e segurança em diferentes regiões onde foram utilizados (Bravo et al. 2011; Palma 

et al. 2014; 2017).  

Bacillus thuringiensis produz diversos fatores de toxicidade, tanto na fase vegetativa, 

toxinas Vips (vegetative insecticidal protein), como também durante o processo de 

esporulação conhecidas α-endotoxinas, Crystal (Cry) e Citolíticas (Cyt). O sucesso da sua 

utilização está na presença das α-endotoxinas, que se acumulam no interior da célula 

bacteriana, formando inclusões cristalinas paraesporal, denominadas de cristal (Bravo et al. 

2007).  

As toxinas Cry são descritas em maior número. Atualmente são conhecidas cerca de 

400 proteínas as quais estão presentes em B. thuringiensis e apresentam capacidade tóxica 

para um amplo grupo de insetos alvo (Glare e O’Callaghan 2000; Frankenhuyzen 2009; 

Crickmore 2017). As toxinas Cyt, por outro lado, são descritas em menor número, e são 

relatadas principalmente em linhagens B. thuringiensis com ação para insetos da ordem 

Diptera, sobretudo, específicas para mosquitos (Bravo et al. 1998; Ibarra et al. 2003; Jouzani 

et al. 2008; Costa et al. 2010; El-kersh et al. 2016).  

As toxinas Cry e Cyt não apresentam similaridade estrutural tampouco relação 

filogenética (Bravo et al. 2007; Zhang et al. 2016). Quanto ao mecanismo de ação, as toxinas 

Cry são mediadas por receptores específicos presentes na membrana do intestino médio dos 

insetos e as toxinas Cyt apresentam ação hemolítica e citolítica in vitro para vários tipos de 

células e in vivo especificamente para insetos dipteros (Hofte e Whiteley 1989; Corrêa et al. 

2012). Ambas as toxinas interagem diretamente com a membrana lipídica do intestino médio 

desses insetos, ocasionando a sua morte (Gill e Hornung 1987; Schnepf et al. 1998; Butko 

2003).  

Apesar das diferenças estruturais, os mecanismos bioquímicos necessários para 

ativação das proteínas são comuns. Após a ingestão do cristal protéico por insetos, as  

proteínas são clivadas por ação de enzimas presentes no lúmen do intestino médio do inseto 
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alvo, nesse processo são removidas as regiões C e N terminal, que tornam as toxinas ativas 

(Gómez et al. 2007; Cohen et al. 2011).  

Duas hipóteses foram propostas para explicar a inserção da membrana das toxinas 

Cyt1Aa em células do intestino médio de insetos da ordem Diptera, sendo a primeira por um 

modelo de formação de poros, em que a toxina Cyt1Aa se liga à membrana celular induzindo 

a formação de canais seletivos nas vesículas da membrana levando a lise coloidal-osmótica da 

célula.  O outro mecanismo é por meio de efeito detergente, no qual ocorre uma agregação 

inespecífica da toxina na superfície da bicamada lipídica, levando à desintegração da 

membrana e consequente morte celular, ambos ainda estão em discussão (Butko 2003; 

Soberón et al. 2010) 

As toxinas Cry e Cyt atuam em sinergismo, o que ocorre pela ligação inespecífica das 

toxinas Cyt na membrana intestinal do inseto alvo, essas toxinas apresentam afinidade pelos 

fosfolípidos presentes nas células do intestino médio do mosquito, e interagem com a 

membrana, e propicia a inserção das toxinas Cry nas células intestinais dos insetos, e 

consequentemente a sua morte (Crickmore et al. 1995; Otieno-Ayayo et al. 2008; Fernández-

Luna et al. 2010; Cantón et al. 2011; Côrrea et al. 2012).  

O sinergismo entre as toxinas Cry e Cyt parece uma estratégia para melhorar o 

potencial tóxico das linhagens de B.thuringiensis nas quais estão presentes (Pardo-López et 

al. 2009). A presença das toxinas citolíticas mais frequente em linhagens com ação para 

mosquitos, pode ser devido a uma relação co-evolutiva. A presença das toxinas Cyt pode 

aumentar a eficiência de um isolado no controle de mosquitos, mostrando-se importante 

componente para o controle desses insetos (Crickmore et al. 1995; Peréz et al. 2005; Wirth et 

al. 2005; Park et al. 2013).  

Diferentes linhagens de B. thuringiensis que possuem ação comprovadas para 

mosquitos apresentam pelo menos uma toxina Cyt.  Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 

apresenta Cyt1Aa e Cyt 2Ba, a linhagem B. thuringiensis subsp. kyushuensis Cyt2Aa1, B. 

thuringiensis subsp. medellin Cyt1Ab e B. thuringiensis subsp. jegathesan Cyt2Bb (Thiery et 

al. 1997; Zhang et al. 2016; Crickmore 2017).  

As toxinas pertencentes à família Cyt são, portanto, o principal componente que não 

pode ser excluído quando se objetiva melhorar a potência de isolados de B. thuringiensis para 

serem utilizados como larvicidas para o controle de mosquito (Promdonkoy et al. 2005; 

Cantón et al. 2011).  

Atualmente existem 10 toxinas Cyt descritas: Cyt1Aa, Cyt1Ab, Cyt1Ba, Cyt1Ca, 

Cyt1Da, Cyt2Aa, Cyt2Ba, Cyt2Bb, Cyt2Ca e Cyt3Aa, que são classificadas de acordo com o 
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grau de similaridade entre os aminoácidos (Crickmore 2017). A toxina Cyt1Aa é a mais 

estudada, é codificada pelo gene do mesmo nome, com uma sequência de 744 pares de base 

(Ben-Dov 2014). A proteína no seu estado inativo apresenta peso molecular de 28 kDa, após 

ativada gera um fragmento tóxico de 25 kDa (Chow et al. 1989; Frankenhuyze 2009; 

Crickmore 2017). 

A toxina Cyt1Aa ocupa cerca de (45-50%) do cristal de B. thuringiensis subsp. 

israelensis, linhagem amplamente utilizada no controle de mosquitos no mundo (Bercker e 

Margalit 1993). Essa linhagem mostra boa efetividade contra vários gêneros de mosquitos, 

incluído para Anopheles Meigen, 1818, Aedes Meigen, 1818 e Culex Linnaeus, 1758. A 

elevada especificidade desta linhagem é devido ao sinergismo com as toxinas Cry: Cry4Aa, 

Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa e Cry11Ba, com massa molecular de 125, 130, 58, 70 e 72 kDa 

respectivamente. Todos esses genes foram mapeados em um plasmídeo de 128 kb conhecido 

como pBtoxis (Berry et al. 2002; Ben-Dov 2014).  

Cyt1Aa apresenta baixa ação inseticida quando utilizada de forma isolada, contudo, é 

importante mencionar que a ação conjunta com as toxinas Cry, por meio de interações 

específicas entre elas, é importante para a atividade inseticida (Hofte e Whiteley 1989; 

Crickmore et al. 1998; Beltrão e Silva-Filha 2007; Tokcaer et al. 2006; Bravo et al. 2007). A 

toxina Cyt1Aa é um componente importante do arsenal entomopatogênico de B. thuringiensis 

israelensis (Vilas-Bôas et al. 2012). 

Vários bioensaios com diferentes combinações de proteínas Cry e Cyt1Aa têm sido 

realizados para mostrar o sinergismo entre elas (Pérez et al. 2005; Promdonkoy et al. 2005; 

Cantón et al. 2011).  Em testes realizados com as toxinas de B. thuringiensis israelensis 

observou-se que a proteína Cyt1Aa aumentou a toxicidade das proteínas Cry4Ba e Cry11Aa 

(Pérez et al. 2005; Cantón et al. 2011; Elleuch et al. 2015). Também já foi verificado que 

quando há mutação na Cyt1Aa, o sinergismo não acontece (Pérez et al. 2005). 

O mecanismo proposto de sinergismo é que Cyt1Aa funciona como um receptor para 

toxinas Cry em mosquitos. Cyt1A insere-se na membrana do epitélio do intestino médio e 

expõe as regiões de proteínas reconhecidas pelas toxinas Cry, o que facilita a oligomerização 

de Cry e a formação de poros, em outras palavras, Cyt1Aa é um receptor funcional para 

toxicidade de toxinas Cry para larvas de mosquitos (Soberón et al. 2010).  

Outro fator relevante no mecanismo de ação de Cyt1Aa é que a sua presença em B. 

thuringiensis israelensis tem sido apontada como responsável pela supressão de resistência às 

toxinas Cry em populações de mosquitos (Park et al. 2016). Ao contrário do que ocorre com 

as linhagens de B. thuringiensis utilizadas para o controle de pragas agrícolas, para as quais há 
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registro de resistência em condição de campo, até o momento não foi registrada resistência em 

campo para B. thuringiensis israelensis, apesar da ampla utilização dessa linhagem para o 

controle de diferentes espécies de mosquitos em diferentes regiões do mundo (Sayyed et al. 

2001; Bravo et al. 2011). Com isso, verifica-se que a presença de Cyt1Aa é uma excelente 

estratégia para superar a resistência Cry4Aa, Cry4Ba ou Cry11Aa em mosquitos.  

Diante da potencialidade de utilização das toxinas Cyt1Aa para o controle de 

mosquitos, há o interesse da comunidade científica em dar prosseguimento nas pesquisas 

sobre as proteínas inseticidas Cyt1Aa e, consequentemente, obter dados como sua frequência 

em isolados de B. thuringiensis de diferentes regiões do mundo. Esses dados são importantes 

para compreendermos as relações dessas toxinas com linhagens de B. thuringiensis nativas 

que apresentam ações inseticidas para larvas de mosquitos. Nesse sentido, é necessário 

ampliar a investigação, verificar a presença dessas toxinas e o seu perfil molecular (Soberón 

et al. 2013). 

É importante também determinar o modo de ação das toxinas Cyt em mosquitos em 

nível molecular (Soberón et al. 2013). Pois, essas informações podem contribuir no 

acompanhamento de resistência, uma vez que, identificação das mutações é um primeiro 

passo útil para verificar o comprometimento da interação das toxinas e a membrana do 

epitélio intestinal dos mosquitos (Park et al. 2016). 

Com o avanço de técnicas moleculares, é possível realizar estudos mais aprofundados 

sobre as toxinas, o que é feito através da utilização de técnicas como PCR (Reação da Cadeia 

da Polimerase) e sequenciamento dos fragmentos gerados pela técnica. Contudo, estudos 

sobre diversidade gênica são realizados principalmente com as toxinas Cry, no sentido de 

identificar novas toxinas inseticidas (Sauka et al. 2006; Alves et al. 2011; Liang et al. 2011).  

Na caracterização de isolados com atividade para mosquitos, é essencial investigar a 

presenças das toxinas Cry mosquitocidas. Contudo, também é importante compreender mais 

sobre as toxinas Cyt com o objetivo de elucidar seu papel no ambiente, sua distribuição, assim 

como obter maiores esclarecimentos sobre o sinergismo de ambas as toxinas (Pérez et al. 

2005; Promdonkoy et al. 2005; Cohen et al. 2011). 

Considerando que Cyt1Aa tem implicações importantes para a patogenicidade de B. 

thuringiensis para mosquitos, é importante buscar linhagens com a presença dessas toxinas e 

caracterizá-las molecularmente a fim de identificar variação genética (Mera et al. 2012), uma 

vez que a especificidade da Cyt1Aa demonstrada, até agora, sugere uma segurança na sua 

utilização, e potencializa a aplicação dessa proteína para expandir o espectro de ação e uso de 

novas linhagens de B. thuringiensis no controle de insetos vetores de doenças. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Obtenção dos isolados de Bacillus thuringiensis 

Foram utilizados 1.448 isolados de B. thuringiensis pertencentes ao Banco de Bacilos 

Entomopatogênicos do Maranhão (BBENMA), situada no Laboratório de Entomologia 

Médica (LABEM) da Universidade Estadual do Maranhão (UEMA), Centro de Estudos 

Superiores de Caxias (CESC), localizada no município de Caxias, MA. Quanto a origem dos 

isolados, as linhagens de B. thuringiensis foram obtidas de diferentes fontes, compreendendo 

267 e 296 isoladas de insetos mortos e água respectivamente, coletados de área do Cerrado, 

885 obtidas a partir de isolamento de solo, das quais, 71 isoladas da Caatinga, 497 do Cerrado 

e 317 da Amazônia, todas as amostras foram coletadas no Estado do Maranhão (Figura 1). 

Como controle positivo foi utilizada a linhagem B. thuringiensis israelensis (Bti) cepa T04 

001, cedida pelo Laboratório de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) da 

FCAV/ UNESP Jaboticabal.  
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Figura 1. Mapa do estado do Maranhão destacando os biomas amazônia, cerrado e caatinga, e pontos de coleta 

de amostras de solo, água e insetos utilizadas para isolamento de Bacillus thuringiensis. 

2.2 Extração de DNA genômico 

Foi realizada a extração do DNA genômico dos 1.448 isolados B. thuringiensis 

seguindo os protocolos de extração de fervura e congelamento consecutivo (Bravo et al. 1998; 

Starnbach et al. 1989). Os isolados foram plaqueados em meio Ágar Nutrinte (NA), crescidos 

por 18 h. Após este período, com auxílio de uma alça de platina, a amostra bacteriana foi 

transferida para microtubos de 2 mL contendo 1,5 mL de caldo nutriente (Extrato de Carne 

1,0, Extrato de Levedura 2,0, Peptona 5,0 e Cloreto de Sódio 5,0 g/L) deixados por 18 h a 30 

ºC sob agitação a 200 rpm. Em seguida, a suspensão foi centrifugada (Centrífuga 5418 R–

Eppendorf) a 13.000 rpm por 15 min a 25 ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspendido em 400 µL de água de Miliq. Posteriormente, a solução foi homogeneizada em 

vórtex, fervida por 15 min e resfriada em temperatura ambiente por 10 min. A solução foi 

centrifugada novamente a 13.000 rpm por 15 min a 25 ºC e 200 µL do sobrenadante foi 

transferido para microtubos de 1,5 mL. Em seguida o DNA foi quantificado em aparelho L-

QUANNT (Loccus Biotecnologia) e conservado em freezer à -20 ºC.  

Amazônia 

Cerrado 

Caatinga 
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Para todas as amostras foi realizada a quantificação em espectrofotômetro, os isolados 

só foram analisados quanto à presença do gene cyt1Aa quando positivo na extração de DNA 

em concentrações satisfatórias ± 50 ng/µL. 

2.3 Reação de amplificação do gene cyt1Aa por Reação da Cadeia da Polimerase (PCR) 

As reações de PCR foram realizadas com volume final de 12,5 µL, contendo 1 X do 

tampão GoTaq® Flexi DNA Polymerase; 2,0 mM MgCl2; 0,2 mM dNTPs (Promega); 0,2 

pMol/µL de cada oligonucleotídeo (Invitrogen) AACTCAAACGAATAACCAAG (f) e 

TGTTCCTTTACTGCTGATAC (r), 1U/µL da enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega) 

e ± 50 ng de DNA e H2O grau MilliQ. A reação foi realizada em termociclador Gencycler-

G96G (Biosystems). As condições gerais para a amplificação foi desnaturação inicial de 94 °C 

por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 30 s, temperatura de 

anelamento 53 ºC por 30 s, extensão a 72 ºC por 2 min, e extensão final de 72 ºC por 5 min 

conforme protocolo de Costa et al. (2010).  

Após a reação de amplificação foi retirado 5 μL de cada produto de PCR e adicionado 

3 μL de tampão de carregamento Loading Dye (Promega) contendo o corante Gel Red 

Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). A corrida eletroforética foi realizada em gel de agarose na 

concentração de 1,5 %, que foi submetido a um campo elétrico de 90 V, conduzido em 

tampão TBE 1 X (Tris/Borato/EDTA). Como padrão de peso molecular em cada reação de 

eletroforese foi incluído 3 μL de DNA Ladder 1Kb (Promega) misturado a 3 μL do tampão de 

carregamento. Após a corrida eletroforética, os géis foram visualizados em transiluminador e 

fotografados no aparelho L-PIX (Loccus Biotecnologia). Foram consideradas amplificações 

positivas para o gene cyt1Aa, fragmentos de 300 pares de bases. Os primers utilizados nas 

reações foram desenhados a partir de regiões conservadas do gene cyt1Aa, obtidos a partir do 

alinhamento das sequências desse gene disponíveis no GenBank (Costa et al. 2010).  

 

 

 



122 
 

2.4 Extração de DNA e amplificação do gene cyt1Aa para sequenciamento  

As linhagens que apresentaram o gene cyt1Aa foram submetidas a uma nova extração 

de DNA, o que foi realizada utilizando-se o kit de extração de DNA InstaGene Matrix (Bio-

Rad, USA), conforme as recomendações do fabricante.  

Cada isolado foi cultivado por cerca de 12 horas em Agar Nutriente. Aleatoriamente, 

uma colônia de cada amostra foi escolhida e transferida para microtubo contendo 1 mL de 

água grau MiliQ, centrifugada por 1 minuto a 12.000 rpm a 20 ºC. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi descartado, posteriormente foi adicionado 200 µL da InstaGene Matrix (Bio-

Rad), em seguida o material foi incubado em banho-maria a 56 ºC por 25min. Após esse 

período o material foi agitado rigorosamente em vórtex por 10 s e logo incubado a 100 ºC por 

8 min. A amostra foi novamente agitada em velocidade moderada em vórtex por 10 s e 

centrifugada a 20 ºC por 2 min e 30 s. Por fim, 200 µL do sobrenadante foram colhidos, 

transferidos para microtubos estéreis os quais foram estocados em freezer -20 ºC até o 

momento do uso. A reação de PCR para o gene cyt1Aa foi realizada nas mesmas condições 

citadas na seção anterior (3.3), no entanto, o volume utilizado foi de 25 μL.  

 

2.5 Purificação do produto da PCR 

A purificação dos fragmentos da reação de PCR foi realizada com a utilização do Kit 

PureLink® PCR Purification (invitrogen) conforme recomendação dos fabricantes. 

Para cada 25 μL de uma amostra de PCR foi adicionado 100 μL do reagente Binding 

Buffer B2 com isopropanol. A amostra foi misturada e pipetada em uma coluna de rotação 

PureLink®, centrifugada a 10.000 × g por 1 minuto e, posteriormente, o pellet foi descartado. 

As colunas foram novamente inseridas nos respectivos tubos coletores, foi adicionada em 

cada uma 650 μL do tampão de lavagem W1 contendo etanol e, novamente, centrifugadas a 

10. 000 × g por 1 minuto. Posteriormente, o pellet foi descartado e centrifugado na velocidade 

máxima 14. 000 × g por 3 minutos com a tampa aberta, para a completa remoção do etanol. 

Como passo final o DNA foi eluído, para isso as colunas foram colocadas em tubos de eluição 

limpos de 1,7 mL e, em cada coluna, foi adicionado 50 μL de tampão de eluição. As amostras 

foram incubadas em temperatura ambiente por 1 minuto, em seguida foram centrifugadas em 
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velocidade 14. 000 × g por 2 minutos. Os produtos de PCR purificados foram armazenados a -

20 ° C até o momento de uso. 

 

2.6 Reação de Sequenciamento para confirmação dos fragmentos 

O método de sequenciamento utilizando foi Sanger et al. (1977) com o uso do Kit ABI 

Prism TM DyeTerminator v 3.1 Cycle Sequencing Reading Reaction (Applied Biosystems). 

Para a reação de sequenciamento foram utilizados: 5,7 μL de H2O; 2,0 μL de Buffer; 1 μL de 

primer cyt1Aa Forward (3,3 pmol/μL); 1,0 μL de DNA e 0,3 μL de Big Dye. 

As reações de sequenciamento foram realizadas em microplacas de 96 poços, com a 

utilização de termociclador, programado de acordo com as seguintes condições: 96 °C por 60 

seg, seguidos de 35 ciclos 96 °C por 10 seg, 50 °C por 3º seg, 60 °C por 4 min e por fim 60 ºC 

por 10 seg. Após a reação, as amostras foram precipitadas para a retirada do excesso de 

reagentes não incorporados. O protocolo para precipitação consistiu das seguintes etapas: 

submeteu-se a placa a um spin (centrífuga de placa), posteriormente adicionou-se 30 μL da 

mix contendo 2,5 μL de EDTA (125 mM) e 27,5 μL de etanol 100% marca Merck; a placa foi 

vedada, as amostras foram misturadas no vórtex até ser observada homogeneidade. Em 

seguida as amostras foram centrifugadas a 2.500 rcf por 30 minutos, na temperatura de 4 °C, a 

placa foi imediatamente invertida em papel toalha e centrifugada por 1 minuto a 100 rcf. 

Posteriormente, foram adicionados 30 μL de etanol 70 % a cada amostra, em seguida 

centrifugada a 1.450 rcf por 15 minutos, na temperatura de 4 °C. A placa foi invertida 

imediatamente em papel toalha e centrifugada por 1 minuto a 100 rcf. Posteriormente, a placa 

foi incubada a 37 ºC, por aproximadamente 40 minutos para o etanol evaporar completamente 

e, as amostras foram ressuspendidas em 10 μL de formamida Hi Di TM, e submetidas ao 

vórtex.  

Após a precipitação, o produto da reação foi submetido ao sequenciador automático de 

DNA (ABI 3130/Life Technologies) para obtenção das sequências. A qualidade das 

sequências foi analisada pelo programa Genious versão 10.2.3 (Drummond et al. 2011). 

 



124 
 

2.7 Alinhamento, edição e comparação das sequências do gene cyt1Aa 

As sequências do gene cyt1Aa foram conferidas e editadas no programa BioEdit 

Version 7.2.6.1 (Hall 1999). O alinhamento das sequências foi feito com o auxílio da 

ferramenta Clustal W (Thompson et al. 1996). Após a edição manual das sequências aos sítios 

que apresentaram deleções ou inserções (indels) foram acrescentados gaps com a finalidade 

de manter a homologia entre os sítios. Posteriormente, as sequencias obtidas foram 

comparadas com outras sequências disponíveis no GenBank e identificadas utilizando-se o 

BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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300 pb 

3. RESULTADOS  

3.1 Frequência dos genes cyt1Aa isolados de Bacillus thuringiensis. 

Por meio da utilização da técnica de reação de PCR foi possível obter fragmentos de 

DNA do tamanho esperado para o gene cyt1Aa nos isolados de B. thuringiensis obtidos do 

solo dos três biomas, além das linhagens de insetos e de água.  Do total de 1.448 isolados de 

B. thuringiensis analisados, 33 (2,3 %) apresentaram amplificação positiva, para os quais 

foram obtidos fragmentos de cerca de 300 pares de base (Figuras 2 e 3).  

 

 

                                      M   C+ 1    2     3    4    5    6    7    8     9   10   11 12  13   14  15  16  17    C-   

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Perfil de amplificação do gene cyt1Aa em 17 isolados de Bacillus 

thuringienis, obtidos de amostras de solo do bioma Cerrado (1-17), em gel de 

agarose 1,5% submetido a eletroforese. M = marcador Ladder 1Kb (promega), C+ = 

controle positivo, C- = controle negativo.   
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Figura 3. Perfil de amplificação do gene cyt1Aa em isolados de Bacillus 

thuringienis: solo da Amazônia (1-4); solo da caatinga (5); insetos (6-14); água 

(15 e 16) coletados no bioma cerrado, em gel de agarose 1,5% submetido a 

eletroforese. M = marcador Ladder 1Kb (promega), C+ = controle positivo, C- = 

controle negativo. 

 

A maior frequência de isolados de B. thuringiensis que apresentaram amplificação 

positiva para o gene cyt1Aa foi obtida em isolados para o Bioma Cerrado:  solo e de insetos, 

ambos com 3,4% (Tabela 1).    

 

Tabela 1.  Frequência de isolados Bacillus thuringiensis, por substrato de 

isolamento, que apresentaram amplificação positiva para o gene cyt1Aa. 

Bioma Nº isolados 
Positivas para gene 

cyt1Aa (%) 

Amazônia/solo 317 4 (1,2) 

Caatinga/solo 71 1 (1,4) 

Cerrado/solo 497 17 (3,4) 

Cerrado/insetos  267 9 (3,4) 

Cerrado/água  296 2 (0,67) 

Total 1.448 33 (2,3 %) 

 

Dentre os isolados de B. thuringiensis com amplificação positiva para o gene cyt1Aa, 

20 foram selecionados para o sequenciamento, com base na atividade larvicida para Ae. 

aegypti, conforme ensaios prévios e, substratos de isolamento (Soares-da-Silva et al., 2017). 

Foram selecionados isolados com características extremas, ou seja, com baixa e/ou nenhuma 
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atividade larvicida para Ae. aegypti e com elevada atividade larvicida, a fim de verificar se 

essas diferenças poderiam estar associadas a polimorfismos nas sequências do gene cyt1Aa.    

Quanto ao Bioma Amazônia foram utilizadas as linhagens BtMA-36 e BtMA-750, 

com baixa e elevada toxicidade, respectivamente. Em relação aos isolados do Cerrado, foram 

utilizados os isolados BtMA-527, BtMA-566, BtMA-578, BtMA-618 e BtMA-634, como as 

linhagens de baixa atividade e também os isolados BtMA-679, BtMA-680, BtMA-684, 

BtMA-685, BtMA-688, BtMA-690 e 694 com elevada toxicidade. Quanto aos isolados da 

água, os dois obtidos foram analisados e, para Caatinga somente um isolado BtMA-703 

amplificou fragmento compatível com cyt1Aa, o qual foi utilizado para sequenciar. Em 

relação às amostras de insetos, foram sequenciados três isolados BtMA-154, BtMA-1024 e 

BtMA-1061 que apresentaram baixa atividade larvicida e BtMA-1114, BtMA-1118 e BtMA-

1120 que apresentaram atividade larvicida (Tabela 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



128 
 

Tabela 2. Isolados de Bacillus thuringiensis que apresentaram amplificação positiva para o 

gene cyt1Aa, por bioma e substrato de isolamento, dados da localização de origem e atividade 

larvicida para Aedes aegypti. 

Bioma/substrato de 

Isolamento 
Linhagem 

Coordenadas geográfica 

(GPS) 
Cidade (MA) 

Atividade 

larvicida 

AMAZÔNIA/solo 

  BtMA-36 03°13'12.3"S    045°08'88.7"W Viana  + 

BtMA-237 03°85'73.3"S    045°53'49.2"W Santa Inês ++ 

BtMA-241 03°85'73.3"S    045°53'49.2"W Santa Inês  ++ 

BtMA-750 02°27'56.5"S    044°11'43.2"W S.J.de Ribamar ++++ 

CERRADO/solo 

BtMA-527 07°22’55.5"S   044°55’97.2"W Benedito Leite  ++ 

BtMA-566 07°53’53.3"S   046°03’91.1"W Balsas  + 

BtMA-578 07°34’90.0"S   046°60’46.4"W Riachão + 

BtMA-618 03°89’88.8"S   042°94’34.5"W Buriti + 

BtMA-634 04°23’37.7"S   043°01’40.6"W Coelho Neto - 

BtMA-676 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-679 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-680 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar - 

BtMA-681 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-682 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar +++ 

BtMA-684 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-685 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-687 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-688 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-689 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar ++++ 

BtMA-690 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar  ++++ 

BtMA-694 04°13’72.5"S   042°94’91.8"W Duque Bacelar +++ 

CERRADO/água 
BtMAq-56 - Caxias ? 

 BtMAq-128 - Caxias ? 

CERRADO/insetos 

  BtMA-154 Inseto/Coleoptera 1 Mirador - 

BtMA-1024 Inseto/Hymenoptera 1 Mirador ++ 

BtMA-1061 Inseto/Hymenoptera 2 Mirador +++ 

BtMA-1114 Inseto/Coleoptera 2 Mirador ++++ 

BtMA-1115 Inseto/Coleoptera 2  +++ 

BtMA-1116 Inseto/Coleoptera 2 Mirador +++ 

BtMA-1118 Inseto/Coleoptera 2 Mirador +++ 

BtMA-1119 Inseto/Coleoptera 2 Mirador +++ 

BtMA-1120 Inseto/Coleoptera 2 Mirador +++ 

CAATINGA/solo  BtMA-703 03°48’34.6"S   042°55’59.8"W Santa Quitéria ++++ 

Fonte: Banco de Bacillus entomopatogênico do Maranhão. Legenda:   ++++ Mortalidade ˃ 80%; +++ = 

Mortalidade 50%≤ 80%; + + = mortalidade 30 ≤ 50%; + = mortalidade ≥ 30%; - = sem mortalidade; ? = sem 

informações de toxicidade (Dados de Soares-da-Silva et al. 2017; Vieira-Neta et al. 2016; Lobo 2015). Os 

isolados em negritos foram utilizados para o sequenciamento.  

 

3.2 Diversidade e polimorfismo das sequências do gene cyt1Aa 

O sequenciamento do gene cyt1Aa evidenciou que para essa região de 300 bp o gene é 

bastante conservado, não tendo sido encontrada qualquer variação de bases para nenhum dos 

isolados em estudo. Portanto, não foi registrado nenhum polimorfismo na sequencia do gene 
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entre as diferentes origens das amostras analisadas, como atesta o alinhamento das sequências 

abaixo (Figura 4). 

 

Figura 4. Alinhamento das sequências 300 pares de bases do gene cyt1Aa dos isolados de Bacillus 

thuringiensis obtidos de diferentes substratos. 

 

 

A sequência obtida para o gene cyt1Aa dos isolados de B. thuringiensis analisados no 

presente estudo apresentaram 100% de identidade com 19 sequências de cyt1 depositadas no 

banco de dados GenBank, sendo 10 sequenciadas a partir de linhagens B. thuringiensis 

israelensis, as demais de isolados de B. thuringiensis de diferentes origens (Tabela 3).  
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Tabela 3. Comparação da sequência do gene cyt1Aa de isolados de Bacillus thuringiensis obtidos de 

diferentes substratos do Maranhão, com as sequências de banco de dados do GenBank, com 

utilização da ferramenta Blastn, no NCBI. 

Descrição Max 

Score 

Total 

Score 

Query 

Cover 

Evalue Ident Acession 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis 

strain 1.24 plasmid pTO124-4, complete 

sequence 

448 448 100% 4e-122 100% KY352353.1 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis 

strain BRC-HQY1 cytolytix toxin Cyt1 (cyt1) 

gene, complete cds 

448 448 100% 4e-122 100% KF152888.1 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis 

plasmid pBTI-6 DNA, complete sequence, 

strain: HD522 

448 448 100% 4e-122 100% LC128536.1 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis 

strain AM65-52 plasmid pAM65-52-4-128K, 

complete sequence 

448 448 100% 4e-122 100% CP013279.1 

Bacillus thuringiensis HD-789 plasmid 

pBTHD789-3, complete sequence 

448 448 100% 4e-122 100% CP003766.1 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis 

Cyt1A97 (cyt1A) gene, cyt1A97 allele, 

complete cds 

448 448 100% 4e-122 100% EF656359.1 

Bacillus thuringiensis strain LLP29 cytolytic 

toxin Cyt1 gene, complete cds 

448 448 100% 4e-122 100% DQ302752.2 

Bacillus thuringiensis strain PBT602 

megaplasmid Cyt gene, complete cds 

448 448 100% 4e-122 100% AY913951.1 

Bacillus thuringiensis subsp. israelenses 

plasmid pBtoxis 

448 448 100% 4e-122 100% AL731825.1 

Bacillus thuringiensis var. israelenses gene 

for delta endotoxin 

448 448 100% 4e-122 100% X04338.1 

Bacillus thuringiensis gene for crystal protein 

(Mr 28 000)  

448 448 100% 4e-122 100% X03182.1 

Bacillus thuringiensis gene for 27 kDa crystal 

protein 

448 448 100% 4e-122 100% Y00135.1 

Bacillus thuringiensis 27.3 kd cytolytic 

insecticidal protein gene, complete cds 

448 448 100% 4e-122 100% M35968.1 

Bacillus thuringiensis serovar israelenses 

strain RJ98 cytolytic protein Cyt1Ar (cyt1Ar) 

gene, complete cds 

442 442 100% 2e-120 99% JF445289.1 

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 

pBtoxis plasmid, subclone pTOX11a 

438 438 100% 3e-119 99% AJ296639.1 

Bacillus thuringiensis strain FWO dipterans 

toxic crystal protein-like protein (cyt) gene, 

partial cds 

375 375 83% 2e-100 100% EF649750.1 

Bacillus thuringiensis strain DDN dipterans 

toxic crystal protein-like protein (cyt) gene, 

partial cds 

353 353 78% 1e-93 100% EF649748.1 

Bacillus thuringiensis strain DEP2 dipterans 

toxic crystal protein-like protein (cyt) gene, 

partial cds 

351 351 78% 4e-93 100% EF649747.1 

Bacillus thuringiensis strain BYW2 dipterans 

toxic crystal protein-like protein (cyt) gene, 

partial cds 

351 351 78% 4e-93 100% EF649746.1 
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4. DISCUSSÃO 

 A frequência de linhagens de B. thuringiensis que possui o gene da cyt tem sido 

investigada em diversas coleções dessa bactéria, principalmente quando se objetiva encontrar 

isolados com ação específica para mosquitos. No presente estudo verificou-se que a 

ocorrência de linhagens que amplificaram fragmentos para o gene cyt1Aa é baixa, com 

percentual geral foi em torno de 2%.  

Estudos realizados com isolados obtidos de diferentes regiões do mundo constataram a 

baixa ocorrência do gene cyt1Aa em B. thuringiensis o que evidencia a baixa frequência de 

genes da família cyt em isolados nativos obtidos de diferentes substratos e em diferentes 

localidades (Bravo et al. 1998; Ibarra et al. 2003; Costa et al. 2010; Costa et al. 2014).  

A caracterização de isolados de B. thuringiensis obtidos de amostras de solo de 

diferentes regiões do Brasil mostrou resultados semelhantes ao encontrado no presente 

trabalho. Costa et al. (2010) obtiveram amplificação positiva para os genes da família cyt, 

somente em torno de 1% das 1.073 linhagens de B. thuringiensis analisadas, as quais foram 

obtidas de diferentes regiões do país, verificou-se que entre os genes cyt investigados, cyt1Aa 

foi o mais frequente, com 1,7%, seguido de 1,1% cyt2Aa e 0,6% de cyt1Ab. Costa et al. 

(2014) também constataram que somente 1,2% (6) de 500 linhagens analisadas apresentaram 

amplificação positiva para os genes cyt1Aa. 

A frequência de B. thuringiensis isolados de diferentes países que apresentaram o gene 

cyt é bastante variável. Na China, de 143 linhagens de B. thuringiensis pesquisadas foram 

encontradas nove que amplificaram para os genes cyt, três foram confirmadas como cyt1Aa 

(2,0%) (Wu et al. 2008), percentual igual ao verificado no presente estudo.  No Irã, em 

isolados obtidos de diferentes áreas geográficas, constatou-se que os genes cyt1 foram os 

menos abundantes nas três áreas ecológicas estudadas, com índice de 8 a 12%. Esses autores 

também buscaram relacionar a presença de isolados com gene cyt1Aa a um determinado 

ambiente, verificaram que os resultados foram semelhantes para as três zonas investigadas, 

entretanto, o menor índice foi obtido para a região seca e semi-seca (Jouzani et al. 2008).  

O índice de B. thuringiensis isolados de diversas regiões do México no qual foi 

detectado o gene cyt foi de 7,9%, valor três vezes maior que o obtido no presente estudo. 

Contudo, não foi utilizado primer específico para o gene cyt1Aa. Destacou-se a maior 

ocorrência de linhagem com gene cyt em isolados obtidos em regiões tropicais, quando 

comparado à região de semi-árido (Bravo et al. 1998).  
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Para o presente trabalho, apesar das diferenças dos três biomas estudados, não houve 

diferença na frequência de isolados que apresentaram amplificação positiva para o gene 

cyt1Aa, principalmente quando comparado o percentual obtido para a Caatinga, região mais 

seca, e Amazônia, região com alto índice de chuva (IBGE 2017). Contudo, foi observada que 

para as amostras de água foi obtido menor percentual de isolados que amplificaram para o 

gene estudado. No entanto, não foi realizado análise estatística para esses dados.  

A baixa frequência do gene cyt1Aa em isolados B. thuringiensis pode estar relacionada 

ao baixo índice de linhagens nativas encontradas com ação inseticida para mosquitos, pois 

sabe-se que essa toxina é específica para esse grupo de inseto e age em sinergismo 

principalmente com toxinas Cry mosquito específicas (Costal et al. 2010; Campanini et al. 

2012). Estudos de seleção de isolados ativos para larvas de mosquitos, evidenciaram que 

somente cerca de 1% dos isolados mostram efetividade para esse grupo de insetos e, quando 

caracterizados por meio de PCR, constatou-se a presença do gene cyt1Aa (Costa et al. 2010; 

Santos et al. 2012).  

No presente estudo, entre os isolados nos quais foram detectados a presença do gene 

cyt1Aa, pelo menos 85% apresentam algum nível de toxicidade para larvas de Ae. aegypti, o 

que sugere a especificidade dessa toxina e seu papel na atividade inseticida de B. thuringiensis 

para mosquitos, corroborando com os estudos já realizados. 

Em B. thuringiensis obtidos dos mais diversos ecossistemas, constatou-se a presença 

desse gene em isolados com toxicidade para diferentes espécies de mosquitos. Jouzani et al. 

(2008) também verificaram que para os isolados que demonstraram maior atividade larvicida 

para os mosquitos Ae. aegypti, Cx. quiquefasciatus e Anopheles  albimanus Wiedemann 1820, 

todos apresentaram amplificação positiva para o gene cyt1Aa. A presença do gene cyt1 

também foi constatada em isolados de B. thuringiensis obtidos do solo da Arábia Saudita, 

com atividade larvicida para Anopheles gambie Patton, 1905 (El-Kersh et al. 2016).  

A toxina Cyt1Aa em isolados de B. thuringiensis tóxicos para mosquitos tem sido 

investigada para entender o mecanismo de ação e sinergismo entre os diferentes fatores de 

virulência de B. thuringiensis, principalmente entre Cry e Cyt, pois ambas sendo expressas 

pela mesma bactéria durante a esporulação, podem agir em conjunto e aumentar a toxicidade 

geral de um isolado, o que é demonstrado pelas evidências de sinergismo entre elas, e pela 

descrição contínua de isolados nativos com a presença de ambas (Pérez et al. 2005; Bravo et 

al. 2007; Oestergaard et al. 2007; Frankenhuyzen 2009; 2013; Bravo et al. 2011; Zhang et al. 

2016).  
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É importante ressaltar que a atividade larvicida de Cyt1Aa é baixa para os três gêneros 

de mosquito Aedes, Anopheles e Culex, entretanto pode aumentar o potencial de toxicidade de 

linhagens de B. thuringiensis para mosquitos. Essa toxina é altamente mosquito específica in 

vivo, o que favorece o uso em combinação com outras toxinas (Ben-Dov 2014). Outra 

característica interessante é que a presença da toxina Cyt1Aa pode retardar o aparecimento de 

populações resistentes mesmo sob constante pressão de seleção. Fato constatado em condição 

de laboratório para larvas de Cx. quinquefasciatus, após mais de 60 gerações em constante 

aplicação do biolarvicida (Wirth et al. 2015), o que também foi evidenciado para larvas de Ae. 

aegypti (Stalinski et al. 2016). 

Geralmente os estudos de seleção de linhagens com ação para mosquitos são 

realizados por meio da caracterização molecular dos genes cry, com ênfase para cry4Aa, 

cry4Ba, cry11Aa e cry10Aa (Soares-da-Silva et al. 2015; Sun et al. 2013). Além disso, vários 

estudos são realizados para verificar variações nos genes cry, o que resultou na descrição de 

variedade de toxinas Cry, ativas para vários grupos de insetos. Atualmente, já foram descritas 

diversas subclasses dessas proteínas (Sauka et al. 2006; 2010; Alves et al. 2011; Crickmore et 

al. 2017).  

Por outro lado, para as toxinas Cyt o número de genes descritos na literatura é baixo 

quando comparado com os genes cry (Crickmore et al. 2017). Poucos estudos foram 

realizados para verificar polimorfismo nos genes cyt em linhagens nativas (Wu et al. 2008; 

Costa et al. 2014). Considerando a toxina Cyt1Aa, apesar de ser a mais estudada, há poucas 

informações sobre a sua distribuição na natureza. Até o momento foram descritas sete 

sequências para esse gene, todas se mostraram bastante conservadas. Não foi verificada 

variação de bases nessas sequências (Crickmore 2017).  

No presente estudo, no qual buscou-se sequenciar o gene cyt1Aa de isolados nativos, 

obtidos de diferentes fontes, foi constatada a característica conservada do gene que codifica 

para a toxina Cyt1Aa, apesar de ter sido investigada em 1.448 isolados.  

Costa et al. (2014) investigou o polimorfismo de genes cyt em linhagens nativas de 

todas as regiões do Brasil, também não detectaram nenhuma variação para os genes cyt1Aa, 

mesmo utilizando oligonucleotídeos desenhados para regiões variáveis. Tais achados 

confirmam a característica conservada dos genes cyt, resultados semelhantes ao encontrado no 

presente estudo, mesmo sendo utilizado oligonucleotídeo de aproximadamente 300 pares de 

base desenhado para região conservada do gene.   
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Em isolados nativos da China também não foi encontrado polimorfismo para o gene 

cyt1, pois as linhagens que amplificaram para esse gene apresentaram 100% de identidade 

com cyt1Aa (Wu et al. 2008).  

Em contraponto, para os outros fatores de virulência, como as toxinas Vip e Cry, tem 

sido verificado polimorfismo genético com a presença de diferentes haplótipos e, variações 

gênicas, detectados por meio das técnicas como PCR-RFLP e RAPD, como também por 

sequenciamento, o que foi verificado em coleções de B. thuringiensis em diferentes regiões do 

mundo (Sauka et al. 2010; Alves et al. 2011; Salama et al. 2015; Boukedi et al. 2016).  

Há na literatura maior registro da diversidade e frequências para genes cry 

codificadores para proteínas inseticidas em comparação com os genes cyt (Sauka e 

Benintende 2017).  Foi observada característica conservada das sequências do gene cyt1Aa 

obtidas para o presente trabalho, mesmo sequenciando linhagens isoladas de diferentes 

substratos, obtidos de biomas distintos, Amazônia, Cerrado (solo, água e insetos) e Caatinga. 

Esses dados evidenciam a sua ampla distribuição, considerando que foram encontrados em 

todos os tipos de ambientes pesquisados.  

Os isolados de B. thuringiensis obtidos de insetos que apresentaram amplificação 

positiva para o gene cyt1Aa foram isoladas das ordens Hymenoptera e Coleoptera, e não há 

indícios de atividade de toxinas Cyt para a primeira. Esses achados apotam a necessidade de 

estudos de cunho ecológico para entender as relações entre o entomopatôgeno com os insetos 

de diferentes ordens. 

A ecologia de B. thuringiensis é muito complexa e pouco estudada, o que dificulta a 

compreensão das relações entre a presença de uma determinada toxina com o tipo de 

ambiente de onde ocorreu o isolamento da linhagem, pois isolados de B. thuringiensis com 

patogenicidade para um determinado grupo de inseto são encontrados em grande número nos 

ambientes não habitados por seus alvos (Raymond et al. 2010).  

Alguns estudos buscaram associar em laboratório a toxicidade de Cyt in vivo para 

larvas de outros grupos de insetos.  Apesar de terem sido encontradas toxinas Cyt, entre elas 

Cyt1Aa, em linhagens com ação tóxica para outros insetos, há controvérsias na participação 

dessas toxinas na ação de B. thuringiensis na patogenicidade para esses indivíduos (Costa et 

al. 2014). Até o momento existem evidências de algumas toxinas Cyt com patogenicidade 

para as larvas da ordem Coleoptera, da família Chrysomelidae, por exemplo, Cyt1Aa é tóxica 

para Chrysomela scripta Fabricius e Cyt2Ca é tóxica para Leptinotarsa decemlineata (Say) e 

Diabrotica spp, Chevrolat in Dejean (Soberón et al. 2013).  
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A característica conservada das toxinas Cyt, é um forte indício de que essas toxinas 

desempenham um papel muito importante na natureza relacionada à toxicidade de B. 

thuringiensis e, a presença em maior abundância em linhagens para mosquitos, evidencia a 

especificidade dessas toxinas para esse grupo de insetos. A toxina Cyt1Aa atua como receptor 

de toxinas Cry nos mosquitos e, tem demonstrado alta afinidade de interação com a Cry11Aa, 

que por vez, é importante toxina Cry com ação para mosquitos (Perez et al. 2005; Stalinski et 

al. 2016).  

 Outro forte indício da especificidade da Cyt1Aa para mosquitos está no alto nível de 

síntese dessa toxina durante a esporulação de Bacillus thuringiensis israelensis, pois essa 

proteína ocupe mais de 50% do seu corpo parasporal, o que ocorre devido a vários fatores, 

incluindo três fortes promotores dependentes da esporulação. B. thuringiensis israelensis 

parece ter todas as condições para expressão de Cyt1Aa de forma eficiente para agir em 

sinergismos com as Cry (Ben-Dov 2014).  

Segundo Soberón et al. (2013) as análises filogenéticas de toxinas Cyt de B. 

thuringiensis com proteínas encontradas em outras bactérias e fungos patogênicos indicam 

que essas toxinas possivelmente podem ter sido selecionadas por vários organismos 

patogênicos para exercer seu fenótipo de virulência, contudo mais análises precisam ser feitas 

para elucidar o papel dessas toxinas para esses outros organismos. 

Em todos os isolados B. thuringiensis tóxicos para larvas de Ae. aegypti houve a 

presença do gene cyt1Aa o que demostra a importância desse gene na patogenicidade dessa 

bactéria para mosquitos. Contudo, estudos sobre o mecanismo de ação das toxinas citolíticas 

no epitélio intestinal de mosquitos e o sinergismo dessas toxinas devem ser investigados para 

elucidar as interações entre ambas.  

Considerando as linhagens de B. thuringiensis que apresentaram o gene cyt1Aa 

analisada no presente trabalho, em 13 linhagens verificou-se perfil gênico semelhante a B. 

thuringiensis israelensis (Soares-da-Silva et al. 2017). 

Diante da seletividade de Cyt1Aa para mosquitos, da sua presença fortemente 

associada às toxinas Cry mosquitocida e da sua característica conservada no ambiente, sugere-

se que o estudo de seleção de linhagens para mosquitos seja iniciado por testes moleculares 

para detectar a presença do gene cyt1Aa, pois é a partir da detecção do gene que é feita a 

caracterização das linhagens positivas para os demais genes cry mosquitocida. Desta forma, 

pode-se dispensar o exaustivo trabalho de laboratório com técnicas que geram custos 

elevados. Além disso, é importante associar os dados moleculares com os bioensaios para 

confirmar efetivamente a patogenicidade dos isolados.  
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Devido ao seu potencial de sinergismo com as toxinas Cry, o gene cyt1Aa tem sido 

empregado por técnicas de engenharia genética para produção de B. thuringiensis para o 

controle de importantes pragas agrícolas, para superar resistências às toxinas da família Cry1 

(Sayyed et al. 2001). Contudo, ainda há controvérsia sobre o processamento da pró-toxina in 

vitro, pois dependendo dos métodos e enzimas utilizadas em laboratório, os fragmentos 

gerados podem apresentar respostas proteolíticas distintas (Wirth et al. 2005), o que justifica a 

necessidade de buscar linhagens nativas com a presença desse gene, no sentido de garantir o 

mecanismo de ação. 

Mesmo considerando que até o momento os genes cyt apresentam caráter conservado é 

importante investigar mais sobre essas toxinas em linhagens nativas por meio de técnicas 

moleculares. No presente estudo, buscou-se sequenciar uma região de 300 pares de bares do 

gene cyt1Aa.  

Portanto, verifica-se a baixa frequência de isolados com a presença do gene 

codificador para toxinas citolíticas Cyt1Aa, contudo, está presente em isolados de B. 

thuringiensis obtidos de diferentes fontes de isolamento, e por fim, confirma-se a 

característica conservada do gene e ausência de polimorfismo genético. 
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SÍNTESE 

Com a realização do presente estudo foi possível contribuir com o conhecimento sobre 

a seleção de isolados de B. thuringiensis obtidos de biomas brasileiros com ação em larvas de 

mosquitos de importância para a saúde pública.  

No capítulo I verificou-se que os índices de isolados de B. thuringiensis com 

patogenicidade para larvas de mosquitos no geral foi em torno 2%. Foram obtidas linhagens 

de B. thuringiensis isolados de solo e insetos mortos que apresentam potencial para o controle 

de Ae. aegypti, Cx. quiquefasciatus e An. darlingi. Os isolados BtMA-690 e BtMA-1114, 

obtidos de solo e insetos respectivamente, foram os que apresentaram maior toxicidade para 

larvas de Ae. aegypti em laboratório, com valores de CL50 e CL90 semelhante a cepa padrão B. 

thuringiensis subsp israelensis.  

No capítulo II foi realizado a seleção de isolados de B. thuringiensis com 

patogenicidade larvas de An. darlingi, para o qual, verificou-se que os isolados BtMA-689 e 

BtMA-690 foram os mais tóxicos, com CL50 e CL90 menores que a cepa padrão. Esses dados 

são inéditos, pois não havia estudos de seleção de isolados de B. thuringiensis para larvas de 

An. darlingi. 

No capítulo III foi verificado a baixa frequência de isolados de B. thuringiensis com a 

presença do gene cyt1Aa, nos três biomas estudados. Constatou-se que o gene cyt1Aa é 

conservado, pois para a região de 300 pares de bases não foi verificado polimorfismo.  

O conhecimento adquirido com a presente tese contribuiu para obter novos isolados de 

B. thuringiensis promissores para o controle de três importantes mosquitos transmissores de 

agentes patogênicos ao homem: Ae. aegypti, Cx. quiquefasciatus e An. darlingi. A perspectiva 

é continuar os estudos com as linhagens tóxicas, com a realização de testes em condições 

simuladas de campo e, encapsulamento para melhorar a persistência da bactéria nas condições 

dos ambientes tropicais, onde há maiores registros dessas doenças, cujo os agentes etiológicos 

são transmitidos por vetores.  
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