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RESUMO 

 

O mosquito Aedes aegypti é vetor dos arbovirus Dengue, Zika e Chikungunya, os quais causam 

agravos à saúde pública, em diversas regiões do mundo. O controle do vetor é a melhor forma 

de amenizar esta problemática, que pode ser de caráter socioeducativo, físico, químico e 

biológico. Contudo, os produtos químicos ocasionam impactos negativos ao meio ambiente e 

aos seres humanos. O uso de microrganismos entomopatogênicos, principalmente bactérias do 

gênero Bacillus torna-se uma alternativa promissora, no combate a este mosquito. O objetivo 

deste estudo foi selecionar bactérias isoladas de ambientes amazônicos, portadoras dos genes 

Cry e BS-glu, com potencial larvicida, para contribuir no controle de populações de Ae. aegypti. 

Neste trabalho foram obtidas 21 linhagens de coleções de trabalhos acadêmicos, provenientes 

de solos, água, planta e inseto de diferentes ambientes amazônicos. As linhagens de bacilos 

deste estudo foram submetidas ao método de reação de PCR com a utilização da sequência de 

nucleotídeos que codifica para o gene rRNA16S. No total 20 linhagens bacterianas foram 

identificadas, pertencentes aos seguintes gêneros: Bacillus, Brevibacillus. Brevundimonas, 

Serratia e Achromobacter. Posteriormente, foi realizada PCR para caracterização dos genes 

Cry4Ba, Cry11e BS-glu. Os resultados mostraram que das 21 linhagens analisadas, seis 

linhagens -  SPa09, SPa04, 15PHA, BtAM06, R22 e GD 02.13 - apresentaram amplificação 

para o gene Cry4Ba. Considerando o gene BS-glu, duas linhagens - SBC2 e cepa padrão Bti001- 

amplificaram para o referido gene. Na avaliação da atividade larvicida foram realizados os 

bioensaios quantitativos com 21 linhagens de bacilos contra larvas de Ae. aegypti. Os resultados 

dos bioensaios quantitativos demonstraram que sete linhagens, foram promissoras nos ensaios 

com a biomassa bacteriana, onde cinco - R22ISP2, GDO2.13NA, BtAM06, BtAM49LB e 

SPa09NA - apresentaram 100% de mortalidade em todas as concentrações - 133 mg/L, 66.6 

mg/L, 33.3 mg/L, 16.6 mg/L, 8.33 mg/L e 4.16 mg/L em 24 horas de exposição. O mesmo 

resultado foi observado para a linhagem padrão Bti001 - B. thuringiensis que apresentou 100% 

de mortalidade em todas as concentrações testadas. No ensaio com biomassa autoclavada, 

apenas a linhagem R22 apresentou de 90 a 100 % de mortalidade, em 72horas de exposição. 

Desta forma, os resultados deste trabalho fornecem informações relevantes do potencial 

larvicida de linhagens de bacilos isolados de diferentes ambientes amazônicos, que podem ser 

utilizadas nas ações de controle biológico do Ae. aegypti. 

 

Palavras-chave: Microbiota amazônica, proteínas inseticidas, enzimas hidrolíticas, controle 

vetorial. 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

The Aedes aegypti mosquito is a vector of the arboviruses Dengue, Zika and Chikungunya, 

which cause public health problems in several regions of the world. Vector control is the best 

way to alleviate this problem, which may be socio-educational, physical, chemical and 

biological. However, chemicals cause negative impacts on the environment and humans. The 

use of entomopathogenic microorganisms, mainly bacteria of the genus Bacillus, becomes a 

promising alternative in the fight against this mosquito. The objective of this study was to select 

bacteria isolated from Amazonian environments, carrying the Cry and BS-glu genes, with 

larvicidal potential, to contribute to the control of Ae. aegypti. In this work 21 lines of 

collections of academic papers were obtained from soils, water, plant and insect from different 

Amazonian environments. The bacilli strains of this study were submitted to the PCR reaction 

using the nucleotide sequence encoding the rRNA16S gene. In total, 20 bacterial strains were 

identified, belonging to the following genera: Bacillus, Brevibacillus. Brevundimonas, Serratia 

and Achromobacter. PCR was then performed to characterize the Cry4Ba, Cry11 and BS-glu 

genes. The results showed that of the 21 lines analyzed, six lines - SPa09, SPa04, 15PHA, 

BtAM06, R22 and GD 02.13 - presented amplification for the Cry4Ba gene. Considering the 

BS-glu gene, two strains - SBC2 and standard strain Bti001- amplified for said gene. In the 

evaluation of the larvicidal activity the quantitative bioassays with 21 strains of bacilli against 

Ae. aegypti. The results of the quantitative bioassays showed that seven lines were promising 

in the bacterial biomass assays, where five - R22ISP2, GDO2.13NA, BtAM06, BtAM49LB 

and SPa09NA - presented 100% mortality in all concentrations - 133 mg / L, 66.6 mg / L, 33.3 

mg / L, 16.6 mg / L, 8.33 mg / L and 4.16 mg / L in 24 hours of exposure. The same result was 

observed for the standard strain Bti001 - B. thuringiensis which showed 100% mortality at all 

concentrations tested. In the assay with autoclaved biomass, only the R22 line showed 90 to 

100% mortality in 72 hours of exposure. In this way, the results of this work provide relevant 

information about the larvicidal potential of strains of isolated bacilli from different Amazonian 

environments, which can be used in biological control actions of Ae. aegypti. 

 

Keywords: Amazonian microbial, insecticidal proteins, hydrolytic enzymes, vector control. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Amazônia brasileira, berço de biodiversidade, é considerada um dos maiores 

reservatórios de fauna, flora e microbiota do mundo. Entretanto, a atividade antrópica nos 

ecossistemas tem ocasionado impactos na fauna de diversas espécies, incluindo os mosquitos 

(BURKETT-CADENA & VITTOR, 2018). O efeito do desequilíbrio ambiental ocasiona 

impactos negativos, com a proliferação de mosquitos vetores e, consequentemente, uma alta 

incidência de doenças aos seres humanos (TAUIL, 2006; ALHO, 2012; PAN AMAZÔNIA, 

2015). 

Dentre os mosquitos vetores de patógenos, a espécie Aedes aegypti Linnaeus, 1762 destaca-

se por possuir alta relevância epidemiológica. Este mosquito pertence à ordem Diptera, 

subordem Nematocera, família Culicidae, subfamília Culicinae, tribo Aedini, gênero Aedes, 

subgênero Stegomyia (WRBU, 2018). A fêmea é hematófaga e atua na transmissão de diversos 

arbovirus, tais como o chikungunya (CHIKV), o zika (ZIKV) e o dengue (DENV), responsável 

pela morbidade e mortalidade de milhares de pessoas em diversas regiões do mundo 

(FORATTINI, 2002; ZARA et al 2016; WHO, 2018).   

Apesar de existir um grande avanço no desenvolvimento de medidas alternativas para 

controle de populações deste vetor, o uso de inseticidas químicos ainda é uma estratégia 

bastante utilizada. Porém, seu uso ocasiona diversos problemas ambientais como a poluição do 

meio ambiente, danos aos organismos associados, além disso, seleciona populações de 

mosquitos resistentes (ZAMBOLIM & PICANÇO, 2009). Diante disso, o controle biológico 

apresenta-se como alternativa aos produtos químicos para o controle de pragas agrícolas e 

vetores de doenças tropicais, pela sua eficiência, especificidade e biodegradabilidade, além de 

não possuir efeitos poluentes ao meio ambiente (MASCHERETTI  et al., 2013; RATHER et al, 

2017). 

Considerando as bactérias entomopatogênicas que atuam no controle biológico de insetos 

vetores e pragas agrícolas, destacam-se as bactérias do gênero Bacillus como: Bacillus 

thuringiensis, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloquenfaciens e Bacillus 

pumilus (GEETHA et al., 2011; POOPATHI et al., 2015; DEWI et al., 2016). Estas bactérias 

produzem um cristal proteico composto por proteínas CRY, CYT e VIP, entre outras. Além 

disso, secretam outros fatores de virulência como, por exemplo, hemolisinas, enterotoxinas, 

fosfolipases, surfactinas. Estes microrganismos apresentam ação tóxica para diversas ordens de 

insetos, Lepidoptera, Coleoptera, Himenoptera e Diptera (BRAVO et al., 2007; PARDO-

LÓPEZ et al., 2013; MNIF & GHRIB, 2015). 



13 

 

 

Além do potencial metabólico das bactérias do gênero Bacillus em produzir proteínas 

inseticidas (ICP), estas também secretam uma variedade de enzimas hidrolíticas como, por 

exemplo, quitinases, proteases e glucanases (LEELASUPHAKUL et al., 2006; SHARMA et 

al., 2018). Esta última chama atenção pelo fato de ainda não existir estudos com atividade 

larvicida contra populações de mosquitos vetores.    

As enzimas hidrolíticas apresentam uma vasta aplicação em diversos processos 

biotecnológicos. Estudos com enzimas β-glucanases produzidas por bactérias do gênero 

Bacillus, foram descritas atuando no mecanismo de sinergismo de um complexo de enzimas 

como, por exemplo, exo-glucanases, endo-glucanase, protease e quitinase (HRMOVA et al., 

1997; COSTA & CHOUPINA, 2013). A produção dessas enzimas pode ocorrer tanto intra 

quanto extracelular, com ação na hidrólise de cadeias complexas de β-glucano, um componente 

importante da parede celular de certos organismos (XU et al., 2016). 

Apesar de vários estudos evidenciarem o potencial metabólico de bactérias do gênero 

Bacillus, no controle biológico de insetos vetores, é necessário buscar na Amazônia novas 

espécies que apresentem moléculas de interesse biotecnológico. A região amazônica apresenta 

uma ampla diversidade de microrganismos distribuídos em diferentes ambientes, porém, muitos 

ainda desconhecidos. Portanto, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de Bacillus 

spp. de ambientes amazônicos, produtores de enzimas β-glucanases e proteínas CRY, para o 

controle de  Ae. aegypti.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Mosquito Aedes aegypti Linnaeus, 1762 

 

Os mosquitos apresentam a capacidade de transportar e transmitir patógenos que causa 

morbidade e mortalidade em seres humanos, tornando-se um grande problema de saúde pública. 

Dentre os vetores de doenças, o Ae. aegypti é considerado o vetor primário de diversos 

arbovirus, conhecido popularmente como mosquitos, pernilongos, muriçocas, pertence à ordem 

Díptera, família Culicidae e gênero Aedes.  Este possui características que o diferencia dos 

demais mosquitos, como a presença de listras brancas no tórax em formato de lira musical e 

manchas esbranquiçadas nas pernas (FORATTINI, 2002; WRBU, 2018). Assim como os 

outros insetos culicideos, apresenta um ciclo de vida holometábolo, compreendendo quatro 

fases de desenvolvimento: ovo, larva (em quatro ínstar), pupa e adulto. As larvas e pupas se 

desenvolvem em ambientes aquáticos, enquanto os adultos são terrestres (Figura 1). As formas 

larvais vivem em criadouros temporários onde encontram disponível matéria orgânica, 

principalmente detritos e microrganismos, tais como bactérias, fungos e microalgas (VON 

DUNGERN & BRIEGEL, 2001; FORATTINI, 2002; MS/SVS, 2018). 

 

Figura 1: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti 

 

 

 
Fonte: www.ciencias.seed.pr.gov.br 
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Este mosquito  é originário da África e vem se espalhando pelas regiões tropicais e 

subtropicais. O Ae. aegypti foi eliminado do Brasil em 1955, porém, provavelmente teve sua 

reintrodução em 1976, alcançando altas infestações em regiões com umidade e temperatura 

elevada, típica de países tropicais como o Brasil (MS/SVS, 2018).  

Por ser um mosquito antropófílo, habita principalmente ambientes domésticos em áreas 

urbanas e alimentam-se geralmente de sangue humano. A infestação é mais intensa em regiões 

com alta densidade populacional, principalmente em espaços urbanos com ocupação 

desordenada, onde as fêmeas têm mais oportunidades para alimentação e dispõem de criadouros 

para depositar seus ovos (ZARA et al., 2016). A infestação do mosquito é sempre mais intensa 

no verão, em função da elevada temperatura e da intensificação de chuvas. Estes fatores 

favorecem a eclosão de ovos dos mosquitos. A falta de educação ambiental, lixos jogados nas 

ruas ou acumulados nos domicílios, favorecem a proliferação de criadouros desse mosquito e 

essas condições contribuem para o aumento do número de doenças causadas pelo agente 

etiológico, veiculado por esses mosquitos (GUBLER, 2001; FIOCRUZ, 2017). 

Devido à infestação do Ae. aegypti em habitats urbanos, principalmente em recipientes 

artificiais, este mosquito tem causado preocupações às populações, pois transmitem diversos 

arbovirus com a incidência de vários tipos de doenças. O modo de transmissão dos arbovírus 

aos seres humanos é por meio da picada dos mosquitos fêmea infectada, ou seja, por possuir 

hábito hematófago se infecta com o vírus ao se alimentar de sangue de um indivíduo 

contaminado, na fase virêmica (SOUZA NETO et al., 2003; WHO, 2017). 

2.2 Principais arboviroses transmitidas pelo Aedes aegypti 

 

As doenças causadas por vírus e veiculadas por artrópodes vetores são chamadas de 

arboviroses, e causam impactos negativos a saúde humana. As principais arboviroses 

transmitidas pelo Ae. aegypti são: dengue, febre chikungunya e o vírus zika. Essas doenças de 

notificação compulsória e estão presentes na Lista Nacional de Notificação Compulsória de 

Doenças, Agravos e Eventos de Saúde Pública (WHO, 2018). 

O Ae. aegypti é o principal vetor do vírus da dengue nas Américas e a doença tem 

a  capacidade de ocasionar casos graves e letais, preocupando as autoridades em saúde pública 

em todo o Brasil e em diversas regiões do mundo. A dengue é ocasionada por vírus designados 

como DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4. A dengue afeta a maioria dos países da Ásia e 

da América Latina e se tornou uma das principais causas de hospitalização e morte entre 



16 

 

 

crianças e adultos nessas regiões (MARÇAL JR & SANTOS, 2004; BESERRA et al., 2008; 

MUSTAFA et al., 2015; WHO, 2017).  

Este vetor também transmite vírus da Febre Amarela nas áreas urbanas, após picar uma 

pessoa infectada. No ciclo urbano o homem é o hospedeiro com maior importância 

epidemiológica. Os principais sintomas iniciais desta arbovirose são: febre, cansaço, mal-estar, 

dores de cabeça e musculares. A vacina é a principal ferramenta de prevenção e controle da 

febre amarela (FIOCRUZ, 2017). 

A febre chikungunya é uma arbovirose causada pelo vírus chikungunya (CHIKV), 

transmitido também pela picada de fêmeas do mosquito Ae. aegypti. Esta doença tem caráter 

epidêmico com elevada taxa de morbidade. No Brasil a transmissão deste arbovirus foi 

confirmada em 2014, nos estados do Amapá e da Bahia. Apesar de poucos estados vivenciarem 

epidemias por chikungunya, a alta densidade do vetor, associada à presença de indivíduos 

susceptíveis e a intensa circulação de pessoas em áreas endêmicas contribuem para a 

possibilidade de epidemias, em todas as regiões do Brasil (BURT et al., 2012; LANCIOTTI & 

LAMBERT, 2016; MS/SVS, 2017). 

Além das arboviroses mencionadas, o Ae. aegypti possui a capacidade de transmitir o vírus  

zika, descoberto em 1947 em Uganda. As infecções em humanos foram encontradas em toda a 

África e Ásia, geralmente acompanhadas de doença leve.  Durante um surto em 2013-2014 na 

Polinésia Francesa, o transtorno neurológico síndrome de Guillain-Barré foi associada à 

infecção zika. Após a emergência do ZIKV no Brasil e restante das Américas, a infecção foi 

associada à encefalites fatais em adultos, a óbitos fetais, microcefalia e outras malformações 

fetais (WHO, 2016; DONALISIO et al., 2017).  No Brasil, o primeiro relato de transmissão de 

ZIKV foi confirmado em 2015, na Bahia. No ano de 2016, foi relatada a transmissão da infecção 

por zika em vários países e territórios das Américas e um surto de milhares de casos 

(ZANLUCA et al., 2015; CALVET et al., 2016; WHO, 2016). 

Considerando o elevado índice de infestação deste mosquito, alguns fatores colaboraram 

para sua proliferação, como: características ecológicas e biológicas do vetor, variáveis 

ambientais (água, chuva, temperatura, mudanças demográficas e umidade). Deste modo, os 

maiores índices de infestação pelo Ae. aegypti são registrados em áreas com alta densidade 

populacional e baixa cobertura vegetal. Outro fator importante é a falta de infraestrutura de 

algumas localidades, devido ao fornecimento irregular de água, onde o armazenamento ocorre 

de forma inadequada pelos moradores, tornando-se criadouros do mosquito (GUZMAN et al., 

2010; FIOCRUZ, 2017).  

http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0004-282X2017000200010&script=sci_arttext&tlng=pt#B2
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0004-282X2017000200010&script=sci_arttext&tlng=pt#B2
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Diante disto, diversas medidas são adotadas pelo Governo Federal com planos e 

estratégias voltadas para a eliminação do mosquito Ae. aegypti. De acordo com dados 

apresentados no boletim epidemiológico, em 2018, até a Semana Epidemiológica 52 

(31/12/2017 a 29/12/2018), foram registrados 265.934 casos prováveis de dengue no país. Neste 

ano de 2019, até a SE 7 (30/12/2018 a 16/02/2019), foram registrados 105.606 casos prováveis 

de dengue em todo país. Quanto ao zika, em 2018 foram registrados 8.680 casos prováveis de 

doença pelo vírus Zika no país. Em 2019, até a SE 6 (30/12/2018 a 09/02/2019), foram 

registrados 1.207 casos prováveis. Em relação à chikungunya, no ano de 2018, foram 

registrados 87.687 casos prováveis de febre de chikungunya no país. Em 2019, até a SE 7 

(30/12/2018 a 16/02/2019), foram registrados 7.257 casos prováveis de chikungunya no país 

(BRASIL, 2019). No Estado do Amazonas, em 2019, até a Semana Epidemiológica 7 foram 

registrados 511 casos de dengue,  4 casos de zika e 20 casos de chikungunya (BRASIL, 2019).  

Com base nos dados acima citados, essas medidas são necessárias para amenizar os 

impactos ocasionados por este vetor. Como não existem vacinas compatíveis para todos os 

sorotipos do vírus dengue e também os demais arbovirus zika e chikungunya, torna-se 

necessário também o uso de medidas e estratégias voltadas para o controle vetorial (LIMA et 

al., 2005; LUTINSKI et al., 2017). 

 

2.3 Controle vetorial do mosquito Aedes aegypti 

 

Diversas medidas podem ser desenvolvidas para o controle dos mosquitos vetores, as quais 

podem ser: controle mecânico ou ambiental - com métodos que eliminam ou reduzem as áreas 

onde os vetores se desenvolvem; controle químico, com o uso de inseticidas para controlar as 

diferentes fases dos mosquitos. Estes produtos são formulados de acordo com a fase e os hábitos 

do vetor, para o qual se utilizam aplicação residual. Além desses métodos, o controle biológico 

também é utilizado, com o uso de microrganismos patógenos ou predadores naturais para o 

controle de populações do vetor (ZARA et al., 2016; MS/VS, 2017). 

O uso de inseticidas químicos ainda é bastante utilizado, porém, o uso indiscriminado causa 

danos ambientais e à saúde humana, principalmente os de alta toxicidade. Assim, o controle 

biológico é uma das alternativas aos inseticidas químicos utilizando entomopatógenos, que 

constituem os componentes ativos dos bioinseticidas (ALVES, 1998; ANGELO et al., 2010; 

GUO et al., 2015). 

Os agentes de controle biológico estudados em diferentes partes do mundo para o controle 

de mosquitos incluem muitos predadores e patógenos de ocorrência natural de insetos, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0165
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incluindo fungos e bactérias (ALVES, 1998; ARANTES et al., 2002). Os produtos oriundos de 

microrganismos utilizados no controle biológico possuem vantagens, pois são inofensivos ao 

homem e a outros mamíferos, invertebrados e plantas, com especificidade ao inseto alvo 

(LUNA-FINKLER & FINKLER, 2012). 

Considerando os microrganismos e sua utilização no controle biológico, as bactérias 

destacam-se, devido sua capacidade de produzir moléculas inseticidas e antimicrobianas.  Os 

membros do gênero Bacillus estão entre as bactérias benéficas, exploradas como pesticidas 

microbianos e fungicidas. Entre eles, Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus thuringiensis (Bt) são 

utilizados em programas de controle de vetores de doenças endêmicas. Estas bactérias são 

capazes de produzir esporos que lhes permitem resistir a condições ambientais adversas e 

permitir fácil formulação e armazenamento dos produtos comerciais (SCHALLMEY et al., 

2004;  FRANCIS et al., 2010; LUNA-FINKLER & FINKLER, 2012). 

Diante disso, faz-se necessário pesquisas na área da biodiversidade, com o intuito de isolar, 

identificar, caracterizar e selecionar microrganismos entomopatogênicos de interesse para 

serem utilizados no controle biológico de insetos, vetores de doenças. 

 

2.4 Biodiversidade Amazônica 

 

O Brasil é um país que ocupa quase metade da América do Sul, com a maior diversidade 

de espécies no mundo. A biodiversidade envolve uma variedade de espécies de flora, fauna e 

microrganismos. Estes organismos desempenham diversas funções ecológicas para estabilidade 

dos ecossistemas. Apesar da diversidade de espécies descritas, pouco se conhece do conjunto 

de espécies com as quais compartilhamos a vida no planeta (LEWINSOHN & PRADO, 2005; 

BRASIL/MMA, 2018). 

Dentre os diferentes Biomas brasileiros, a floresta amazônica é a maior floresta tropical 

úmida do mundo, onde abrigam muitas espécies de microrganismos, presentes no solo, 

colonizando hospedeiros e outros microhábitats como água e animais (KUZYAKOV & 

BLAGODATSKAYA, 2015. Diversos estudos por grupo de pesquisas regionais mostram a 

variedade de metabólitos produzidos por bactérias, fungos, plantas e outras fontes amazônicas. 

Assim, é de fundamental importância conhecer a diversidade microbiológica desta região 

(DIRZO & RAVEN, 2003; PEREIRA et al., 2017).  

Estudos baseados na análise da diversidade de bactérias no meio ambiente, por meio de 

métodos moleculares revelaram uma rica diversidade de organismos ainda não cultivados 

(LUDWIG et al., 1997). Portanto, é importante ressaltar que a maioria dos avanços da 
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biotecnologia são provenientes da diversidade genética e metabólica de microrganismos, 

diante disso, faz-se necessária a busca de espécies microbianas com potencial 

biotecnológico. 

 

2.5 Bactérias do gênero Bacillus  

 

O gênero Bacillus é o maior gênero dentro da família Bacillaceae, composto por bactérias 

gram-positivas ou gram negativas, em forma de bastonete que formam endósporos, 

metabolicamente inertes, resistentes às condições ambientais adversas, como calor e dessecação 

sendo tipicamente representados por células aeróbicas móveis por flagelos, mas podem também 

crescer em ambientes anaeróbicos. As espécies mais conhecida são Bacillus sphaericus, B. 

anthracis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis  e B. thuringiensis 

(MADIGAN et al., 2010; LOGAN et al., 2011). 

Este gênero representa um conjunto grande e diversificado de bactérias que possuem 

características ubíquas e habitam uma grande variedade de nichos ecológicos.  O ciclo de 

desenvolvimento da formação de endósporos, a produção de antibióticos, a toxicidade de seus 

esporos e cristais de proteína para muitos insetos, desperta grande interesse, desde a descoberta 

de Cohn e Koh na década de 1870 (ZEIGLER & PERKINS, 2008; LOGAN et al, 2011, FAN 

et al., 2018).  

As espécies B. sphaericus e B. thuringiensis destacam-se como agentes 

entomopatogênicos e são utilizadas em programas de controle de mosquitos vetores de doenças. 

Estes microrganismos possuem capacidade de formar esporos e toxinas altamente específicas 

para diversas ordens de insetos (LUNA-FINKLER & FINKLER, 2012; LOBO et al., 2017). 

A espécie B. thuringiensis é uma bactéria cosmopolita, que ocorre naturalmente em 

vários hábitats, caracteriza-se por produzir um número elevado de toxinas inseticidas, 

incluindo, exotoxinas, enterotoxinas, endotoxinas e enzimas hidrolíticas. Esta bactéria sob 

certas restrições, como ausência de nutrientes ou excesso, entra em processo de esporulação, 

durante a fase estacionária. No início da esporulação, B. thuringiensis sintetiza uma grande 

quantidade de proteínas com atividade inseticida de grande importância no controle biológico 

(YAMAMOTO & DEAN, 2000; LEMES, 2012, ELLEUCH et al, 2015; RICOLDI et al., 2018).  

Apesar de B. thuringiensis, outras espécies destacam-se pela sua importância 

biotecnológica. A espécie B. pumilus é onipresente no ambiente e possui grande relevância 

ecológica e biotecnológica, devido à ampla gama de aplicações que este microrganismo e seus 

produtos têm nos setores da biotecnologia, indústria e meio ambiente. Esta espécie exibe 
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atividade biológica útil para controle de muitas espécies de fungos fitopatógenos e estudos 

mostram presença de cristal paraesporal semelhante àqueles produzidos por B. thuringiensis, 

sendo considerada nova cepa entomopatogênica ativa contra Ceratitis capitata (MOLINA et al. 

2010, GARCIA-RAMON et al., 2016). Outra espécie que atua no controle de fungos 

fitopatógenos é Bacillus subtilis, conhecido por produzir enzimas hidrolíticas, como por 

exemplo, quitinase, β-glucanase, protease, lipase e celulase que podem degradar paredes 

celulares de patógenos fúngicos (CAZORLA et al., 2007; DEWI et al., 2016).  

Diversas espécies do gênero Bacillus produzem enzimas hidrolíticas de polissacarídeos 

extracelulares e vários antibióticos, além disso, exibem comportamento antagônico contra 

patógenos fúngicos, por meio de competição, sendo consideradas importantes em processos de 

micoparasitismo. Os lipopeptídeos estão entre os compostos antibióticos mais frequentemente 

produzidos por estas bactérias, além de antibiose, lipopeptídeos podem ter papéis adicionais no 

biocontrole (SHODA, 2000; PEREZ-GARCIA et al., 2011; CHEN et al., 2015).  

Desse modo, bactérias do gênero Bacillus possuem habilidade em produzir e secretar 

enzimas extracelulares, com capacidade de fermentar uma ampla variedade de valores de pH. 

Esta competência faz com que estas bactérias sejam dominantes nos processos de fermentação 

microbiológica, gerando produtos enzimáticos comerciais com diversas aplicações 

biotecnológicas (SCHALLMEY et al., 2004; FIRA et al., 2018).  

 

2.6 Moléculas inseticidas produzidas por Bacillus 

 

Considerando a diversidade de espécies do gênero Bacillus e sua importância no controle 

biológico de pragas agrícolas e vetores de doenças, muitas se destacam pela toxicidade de 

moléculas secretadas e pelo modo de ação no inseto hospedeiro. Diversas moléculas produzidas 

por bactérias entomopatogênicas já foram caracterizadas com ação tóxica a diferentes ordens 

de insetos, porém, outras moléculas ainda não foram descritas. 

(HABIB & ANDRADE, 1998; BRAVO et al., 2011).  

Dentre as diferentes toxinas inseticidas descritas, as δ-endotoxinas representam o 

componente principal dos produtos comerciais à base de B. thuringiensis (Bt).  Estas proteínas 

são produzidas como inclusões cristalinas durante a fase de esporulação do crescimento das 

bactérias. Trata-se de um agregado de moléculas, geralmente em forma bipiramidal, ativas 

contra larvas de diferentes ordens de insetos, seu modo de ação é pela ruptura do tecido do 

intestino médio seguido de septicemia causada provavelmente por Bt e por outras espécies 

bacterianas (RAYMOND et al, 2010; PALMA et al., 2014, PERALTA & PALMA, 2017). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0265
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0290


21 

 

 

 Dependendo da variedade de espécies, as δ -endotoxinas são compostas de diferentes 

estruturas e pesos moleculares. Essas protoxinas são denominadas de proteínas CRY e são 

caracterizadas de acordo com seu grau de toxicidade para as várias ordens de insetos suscetíveis 

(HABIB & ANDRADE 1998; LUNA-FINKLER & FINKLER, 2012). As proteínas CRY são 

codificadas pelos genes Cry localizados em maior parte nos plasmídeos e, em pequenas 

quantidades, nos cromossomos (VILAS-BÔAS & CASTRO-GÓMEZ, 2010). Os genes 

responsáveis por expressar esta proteína inseticida foram clonados, sequenciados e 

classificados com base em sua homologia e especificidade, desta forma, as toxinas foram 

reunidas de acordo com a sua sequência primária de aminoácidos e mais de 500 diferentes 

sequências de genes foram ordenadas em 67 grupos - Cry1-Cry78 (CRICKMORE et al., 2010; 

PARDO-LÓPEZ et al., 2013). 

As sequências de genes foram divididas em pelo menos quatro famílias de proteínas, 

filogeneticamente não relacionadas, que podem ter diferentes modos de ação. Além da 

diversidade de genes Cry, outros genes de B. thuringiensis codificam uma toxina citolítica (Cyt) 

ativa contra dípteros (HABIB & ANDRADE, 1998; BRAVO et al., 2005; 2011). As proteínas 

CRY e CYT (Figura 2), produzidas por B. thuringiensis atuam em sinergismo, o efeito desta 

interação resulta no aumento da atividade de CRY na membrana do intestino médio de insetos 

(BRAVO et al., 2005; PALMA et al. 2014, ELLEUCH et al., 2015). 

 

 

 

Figura 2: Proteínas inseticidas. (A) CRY e (B) CYT 

  

Fonte: (PALMA et al. 2014) 

 

 

A B 
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Além disso, outras proteínas produzidas por B. thuringiensis continuam sendo 

identificadas, como é o caso da Vip (proteína inseticida vegetativa). Esse grupo de proteínas se 

caracteriza pela atividade inseticida, sendo secretada durante o crescimento vegetativo de Bt 

(ESTRUCH et al., 1996; HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al, 2013). Outra proteína inseticida foi 

descrita como Sip1A (proteína inseticida segregada) de B. thuringiensis com atividade larvicida 

de insetos sobre coleóptera (DONOVAN et al., 2006; BERRY, 2016).  

A patogenicidade de B. thuringiensis em larvas de insetos ocorre por meio da ação sinérgica 

de proteínas CRY com outras moléculas associadas. É importante enfatizar que as proteínas 

CRY agem sinergicamente, ou seja, quando isoladas têm seu efeito reduzido (DE BARROS & 

SILVA-FILHA, 2007; RAYMOND et al., 2008; GALZER & AZEVEDO, 2016).  

Esta espécie de Bacillus também produz exoenzimas como quitinases e proteases que 

desempenham um papel importante em sua patogenicidade. Estas enzimas atuam na ruptura da 

membrana peritrófica, favorecendo o acesso das δ-endotoxinas ao epitélio intestinal (SÁ et al., 

2009, GALZER & AZEVEDO, 2016). Além disso, certas enzimas hidrolíticas provenientes de 

bactérias do gênero Bacillus, a exemplo quitinases, proteases e β-glucanases, possuem ação 

sinérgica na degradação da parede celular de certos organismos patogênicos.  As quitinases vêm 

sendo estudadas em programas de controle de insetos vetores e apresentam interação com 

proteínas inseticidas no modo de ação sobre larvas de insetos, principalmente da ordem díptera 

(COSTA, et al., 2010; SOARES-SILVA, 2015). 

Estudos relatam que enzimas glucanases e quitinases atuam em processos de 

micoparasistimo na degradação de parede celular de agentes patogênicos. Diversas espécies de 

Bacillus produzem β-glucanase para degradar β-glucano como fonte alternativa de nutrição 

(DEWI et al., 2016). Estas hidrolases foram isoladas e caracterizadas de diferentes espécies de 

Bacillus, como por exemplo, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis e B. 

thuringiensis, B. pumillus (TANG  et al., 2004; CHAARI et al., 2012, SHRESTHA et al., 2015; 

ELGHARBI et al., 2017).  

 

2.7 Enzimas β-glucanases de Bacillus e potencial biotecnológico 

  

As enzimas microbianas têm se destacado devido a diversas vantagens com diferentes 

especificidades e modos de ação.  Dentre as enzimas microbianas, as β-glucanases despertam 

um crescente interesse, principalmente relacionados à termoestabilidade. As β-glucanases são 

secretadas por microrganismos (bactérias e fungos) e plantas, envolvidas na degradação de 
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substratos presentes em seu meio natural. Estudos relatam a diversidade de espécies do gênero 

Bacillus, como produtoras de enzimas glucanases, com excelente potencial biotecnológico, 

como por exemplo, a espécie Bacillus altitudinis, que possui genes que codificam enzimas β-

1,3-1,4-glucanase com características termostáveis e atividade na degradação de β-glucano 

(WARREN et al., 1996;  MAO et al., 2016; COSTA & CHOUPINA, 2013; XU et al., 2016). 

Estas enzimas são classificadas em várias famílias de glicosídeos hidrolase (GH) baseadas 

em domínios estruturalmente conservados.  As β-glucanases que catalisam a hidrólise do β-

glucano incluem quatro tipos: β-1,3-1,4-glucanase (lichenase, EC 3.2.1.73), β-1,4-glucanase 

(celulase, EC 3.2.1.4), β-1,3-glucanase (laminarinase, EC 3.2.1.39) e β-1,3 (4)-glucanase (EC 

3.2.1.6). A ação das β-glucanases ocorre por meio de hidrólises do β-glucano, obtendo-se 

glicose e oligossacarídeos como produtos finais da reação (Figura 3) - (MCCARTHY et al., 

2003; BOYCE & WALSH,  2007; YANG et al., 2008; LUO et al., 2010). 

 

Figura 3: Hidrólise da β-1,3-glucana pela β-1,3-glucanase 

 

Fonte: (FLEURI & SATO, 2005) 

 

 

Assim, é importante enfatizar que microrganismos produzem um conjunto de enzimas 

com propriedades diferentes (massa molar, pH e temperatura) porém, com a mesma 

especificidade (PLANAS 2000; BARA et al., 2003; MARTIN et al., 2007). A utilização de 

ferramentas de biologia molecular para microrganimos recombinantes que expressem o gene 

da β-1,3-glucanase visando o aumento da produção destas enzimas são estudadas, 

principalmente para aumentar a degradação das β-glucanas (PLANAS, 2000; 

BAUERMEISTER et al, 2010, FURTADO et al, 2011; ELGHARBI et al., 2017). Diante disto, 

genes bacterianos de diversas β-glucanases foram isolados de muitas espécies de Bacillus, a 

exemplo, B. subtilis (JUNG et al., 2010; FURTADO et al., 2011), B. altitudinis (MAO et al., 

2016), Bacillus sp. (KIM et al. 2013) e B. thuringiensis (SHRESTHA et al., 2015). Além de 

relatos de genes da β-1,3-1,4-glucanase a partir de Paenibacillus sp. e Paenibacillus terrae 
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NK3-4 (CHEN et al., 2015; YU et al., 2018). Estudos relatam a presença do gene BS-glu em B. 

subtilis MA139, que codifica enzima β-1,3-1,4-glucanase, que apresenta alta atividade para o 

substrato de β-glucano e liquenano de cevada (QIAO, 2008). 

 

 

Figura 4: Estrutura cristal de β-1,3–1,4 glucanase de Bacillus subtilis 

 

Fonte: (Furtado et al., 2011) 

 

 

Esta enzima destaca-se dentre as diversas hidrolases, devido à sua habilidade de 

hidrolisar β-glucano, um grupo heterogêneo de polissacarídeos, consistindo de monômeros D-

glicose com ligações glicosídicas. (MARTIN et al., 2007; LORRAQUE et al., 2012, DEWI et 

al., 2016). Além de atuarem no controle biológico, estas enzimas são utilizadas em diversos 

processos biotecnológicos, como: na indústria alimentícia, na produção de bebidas como vinho 

e cerveja, na fabricação de bioetanol e biodiesel, como probióticos, devido a sua excelente 

estabilidade e eficiência na hidrólise de β-glucano e outros substratos. Além disso, atuam em 

sinergismo com outras proteínas em diferentes atividades enzimáticas  (BAUERMEISTER et 

al., 2010; CHAARI et al., 2014; EDISON et al., 2017; GOLDENKOVA-PAVLOVA et al., 

2018). 

No controle biológico, estas enzimas são consideradas importantes hidrolases envolvidas 

no processo de micoparasitismo.  As glucanases atuam em sinergismo com outras enzimas na 

degradação da parede celular dos organismos patogênicos, composta principalmente de β-

glucana e quitina, causando um efeito antagonista, onde desempenham papéis importantes na 

defesa de plantas contra fitopatógenos (PLANAS, 2000; XU et al., 2016; SHARMA et al., 

2018).   

 Além da descrição dessas enzimas em microrganismos e plantas, há relatos da presença de 

enzima β-glucanase em insetos das ordens de Coleoptera, Orthoptera, Lepidoptera e Díptera, 
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incluindo larvas do mosquito Ae. aegypti. Embora sejam descritas glucanases em insetos, as 

propriedades e funções dessas enzimas ainda são desconhecidas. (SOUZA-NETO et al., 2003; 

BRAGATTO et a., 2010; MORAES et al., 2014; SOUZA et al, 2016).  

Considerando que estas enzimas, são primordiais em mecanismos de patogenicidade 

sobre fungos patógenos, é de grande relevância investigar genes que codificam enzimas 

glucanases em linhagens de Bacillus, que podem contribuir para controle biológico de 

fitopatógenos e até mesmo de insetos vetores. 

 

2.8 Mecanismos de patogenicidade de moléculas produzidas por Bacillus spp. 

 

Considerando a interação de bactérias entomopatogênicas com seus insetos hospedeiros, a 

δ-endotoxina representa um dos fatores mais importantes na patogenicidade de insetos, 

ocasionada principalmente por bactérias do gênero Bacillus. A virulência de um determinado 

entomopatógeno depende diretamente das suas diferentes características fisiológicas, como a 

produção de toxinas, enzimas, taxa de crescimento e multiplicação, além da suscetibilidade do 

inseto infectado (HABIB & ANDRADE, 1998; BRAVO et al., 2007). 

As proteínas CRY produzidas pela bactéria entomopatogênica B. thuringiensis são 

conhecidas devido à alta toxicidade que exibem a uma variedade de insetos-alvo. Contudo, 

embora as proteínas CRY sejam os fatores de virulência inseto-específico mais conhecidos, 

estas espécies apresentam também uma ampla gama de fatores de virulência, os quais permitem 

à bactéria atingir a hemolinfa e colonizar eficientemente o inseto hospedeiro. Dentre estes 

fatores, destacam-se a proteína VIP, CYT, enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipases, proteases e 

enzimas hidrolíticas (BRAVO et al., 2007; VILAS-BOAS et al., 2012; JURAT-FLUENTES & 

CRICKMORE, 2017). 

O modo de ação das δ-endotoxinas inicia-se após ingestão pelas larvas de insetos, 

posteriormente são solubilizadas pelo pH alcalino no intestino da larva e liberadas como pró–

toxinas que serão ativadas por serino–proteases, formando toxinas ativas que se ligarão a 

receptores das microvilosidades intestinais. Após a ligação, as toxinas se inserem na membrana 

formando poros e desestabilizando o gradiente osmótico levando à morte da larva (Figura 5) 

(BRAVO et al., 2007; MNIF & GHRIBI, 2015; JURAT-FUENTES & CRICKMORE, 2017).  
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Figura 5: Mecanismo de ação de B. thuringiensis no epitélio intestinal das larvas 

 

Fonte: www.biologicalcontrol.info 

 

 

Considerando o modo de ação destas proteínas no intestino médio de larvas de insetos, 

estudos demonstraram que além das proteínas CRY, várias toxinas com atividade inseticida 

podem atuar aumentando a toxicidade das δ–endotoxinas. Além das toxinas, os esporos também 

podem contribuir com a patogenicidade por meio da ação sinérgica desempenhada junto com 

as proteínas CRY. Diversos estudos relatam que a presença do esporo aumenta a atividade 

entomopatogênica da bactéria. Assim, em algumas situações, as proteínas CRY agem apenas 

no enfraquecimento dos insetos suscetíveis, criando condições para a germinação dos esporos, 

multiplicação das células vegetativas que secretam diversas toxinas adicionais para o 

desenvolvimento de septicemia. As preparações comerciais baseadas em B. thuringiensis são, 

na maioria das vezes, compostas de esporos e cristais (DONOVAN et al., 2006; VILAS-BÔAS 

et al., 2012; PERALTA & PALMA et al., 2017). 

Além disso, estudos demostram que a capa dos esporos de B. thuringiensis pode conter 

toxinas. Estas toxinas parecem ter um efeito direto sobre o inseto, uma vez que podem facilitar 

a germinação dos esporos da bactéria no tubo digestivo do inseto, permitindo que a célula 

bacteriana expresse outros fatores de virulência, que podem aumentar o efeito das proteínas 

CRY e permitir o acesso à hemolinfa das larvas, e consequente multiplicação de suas células 

vegetativas no inseto hospedeiro (DU & NICKERSON, 1996; VILAS-BOAS et al., 2012). 

As exoenzimas proteases e quitinases desempenham importantes funções na 

patogenicidade sobre os insetos, são produzidas pela bactéria e auxiliam na ruptura da 
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membrana peritrófica favorecendo o acesso das δ–endotoxinas ao epitélio intestinal 

(SAMPSON & GOODAY, 1998; LIMA, 2010; GALZER & AZEVEDO-FILHO, 2016). 

 Estudos evidenciaram mecanismos de sinergismo entre as toxinas Cry4, específicas a 

dípteros e as toxinas citolíticas (Cyt) de B. thuringiensis israelensis. Os resultados desta 

interação mostraram o aumento da atividade de CRY4, este fato se deve a presença da toxina 

Cyt, que funciona como receptores ligados à membrana, melhorando a ligação de Cry4 a 

membrana apical do intestino médio das larvas de Ae. aegypti (ELLEUCH et al. 2015). O 

sinergismo entre diferentes toxinas e a ligação à membrana apical das larvas é essencial para 

que ocorra uma melhor toxicidade. A toxicidade da proteína CRY pode ser reduzida devido 

alteração na ligação destas toxinas na membrana do inseto, enquanto que uma melhor ligação 

das toxinas implica em um aumento da atividade larvicida (PÉREZ et al., 2005; CANTÓN et 

al., 2011). 

Além das interações específicas de diferentes toxinas no modo de ação em larvas de 

diferentes insetos, enzimas hidrolíticas secretadas por Bacillus também contribuem para uma 

melhor toxicidade das proteínas CRY na patogenicidade de insetos. Estudos realizados por 

Soares-Silva. (2017), demonstram que a presença de genes Cry, Cyt e quitinase (Chi), a partir 

de isolados de B. thuringiensis de diversas regiões brasileiras, são ativas contra larvas de Ae. 

aegypti, onde quitinases causam hidrólise da quitina presente na membrana peritrófica do 

inseto, formando poros que facilitam o contato entre as δ-endotoxinas e seus receptores no 

epitélio intestinal, contribuindo com o aumento da toxicidade (COSTA et al., 2010; SOARES-

SILVA, et al., 2017). Assim, é de grande relevância investigar em linhagens de Bacillus novas 

moléculas com diferentes modos de ação para contribuir na maior toxicidade a insetos. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 Geral 

 

• Selecionar Bacillus spp. isolados de ambientes Amazônicos, com potencial para 

produção de proteínas CRY e enzimas β-glucanases para o controle de Aedes aegypti, 

em condições de laboratório.  

 

3.2 Específicos 

 

• Identificar por métodos fenotípicos e moleculares, as linhagens bacterianas;  

• Triar, por biologia molecular, linhagens portadoras dos genes Cry4Ba, Cry11 

(codificadores de proteínas CRY) e o gene Bsglu (codificador de enzimas β-glucanases);  

• Avaliar o potencial larvicida por meio de bioensaios quantitativos.  
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RESUMO 

 

O mosquito Aedes aegypti é vetor dos arbovirus Dengue, Zika e Chikungunya, os quais causam 

agravos à saúde pública, em diversas regiões do mundo. O controle do vetor é a melhor forma 

de amenizar esta problemática, que pode ser de caráter socioeducativo, físico, químico e 

biológico. Contudo, os produtos químicos ocasionam impactos negativos ao meio ambiente e 

aos seres humanos. O uso de microrganismos entomopatogênicos, principalmente bactérias do 

gênero Bacillus torna-se uma alternativa promissora, no combate a este mosquito. O objetivo 

deste estudo foi selecionar bactérias isoladas de ambientes amazônicos, portadoras dos genes 

Cry e BS-glu, com potencial larvicida, para contribuir no controle de populações de Ae. aegypti. 

Neste trabalho foram obtidas 21 linhagens de coleções de trabalhos acadêmicos, provenientes 

de solos, água, planta e inseto de diferentes ambientes amazônicos. As linhagens de bacilos 

deste estudo foram submetidas ao método de reação de PCR com a utilização da sequência de 

nucleotídeos que codifica para o gene rRNA16S. No total 20 linhagens bacterianas foram 

identificadas, pertencentes aos seguintes gêneros: Bacillus, Brevibacillus. Brevundimonas, 

Serratia e Achromobacter. Posteriormente, foi realizada PCR para caracterização dos genes 

Cry4Ba, Cry11e BS-glu. Os resultados mostraram que das 21 linhagens analisadas, seis 

linhagens -  SPa09, SPa04, 15PHA, BtAM06, R22 e GD 02.13 - apresentaram amplificação 

para o gene Cry4Ba. Considerando o gene BS-glu, duas linhagens - SBC2 e cepa padrão Bti001- 

amplificaram para o referido gene. Na avaliação da atividade larvicida foram realizados os 

bioensaios quantitativos com 21 linhagens de bacilos contra larvas de Ae. aegypti. Os resultados 

dos bioensaios quantitativos demonstraram que sete linhagens, foram promissoras nos ensaios 

com a biomassa bacteriana, onde cinco - R22ISP2, GDO2.13NA, BtAM06, BtAM49LB e 

SPa09NA - apresentaram 100% de mortalidade em todas as concentrações - 133 mg/L, 66.6 

mg/L, 33.3 mg/L, 16.6 mg/L, 8.33 mg/L e 4.16 mg/L em 24 horas de exposição. O mesmo 

resultado foi observado para a linhagem padrão Bti001 - B. thuringiensis que apresentou 100% 

de mortalidade em todas as concentrações testadas. No ensaio com biomassa autoclavada, 

apenas a linhagem R22 apresentou de 90 a 100 % de mortalidade, em 72horas de exposição. 

Desta forma, os resultados deste trabalho fornecem informações relevantes do potencial 

larvicida de linhagens de bacilos isolados de diferentes ambientes amazônicos, que podem ser 

utilizadas nas ações de controle biológico do Ae. aegypti. 

 

Palavras-chave: Microbiota amazônica, proteínas inseticidas, enzimas hidrolíticas, controle 

vetorial. 
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ABSTRACT 

 

 

The Aedes aegypti mosquito is a vector of the arboviruses Dengue, Zika and Chikungunya, 

which cause public health problems in several regions of the world. Vector control is the best 

way to alleviate this problem, which may be socio-educational, physical, chemical and 

biological. However, chemicals cause negative impacts on the environment and humans. The 

use of entomopathogenic microorganisms, mainly bacteria of the genus Bacillus, becomes a 

promising alternative in the fight against this mosquito. The objective of this study was to select 

bacteria isolated from Amazonian environments, carrying the Cry and BS-glu genes, with 

larvicidal potential, to contribute to the control of Ae. aegypti. In this work 21 lines of 

collections of academic papers were obtained from soils, water, plant and insect from different 

Amazonian environments. The bacilli strains of this study were submitted to the PCR reaction 

using the nucleotide sequence encoding the rRNA16S gene. In total, 20 bacterial strains were 

identified, belonging to the following genera: Bacillus, Brevibacillus. Brevundimonas, Serratia 

and Achromobacter. PCR was then performed to characterize the Cry4Ba, Cry11 and BS-glu 

genes. The results showed that of the 21 lines analyzed, six lines - SPa09, SPa04, 15PHA, 

BtAM06, R22 and GD 02.13 - presented amplification for the Cry4Ba gene. Considering the 

BS-glu gene, two strains - SBC2 and standard strain Bti001- amplified for said gene. In the 

evaluation of the larvicidal activity the quantitative bioassays with 21 strains of bacilli against 

Ae. aegypti. The results of the quantitative bioassays showed that seven lines were promising 

in the bacterial biomass assays, where five - R22ISP2, GDO2.13NA, BtAM06, BtAM49LB 

and SPa09NA - presented 100% mortality in all concentrations - 133 mg / L, 66.6 mg / L, 33.3 

mg / L, 16.6 mg / L, 8.33 mg / L and 4.16 mg / L in 24 hours of exposure. The same result was 

observed for the standard strain Bti001 - B. thuringiensis which showed 100% mortality at all 

concentrations tested. In the assay with autoclaved biomass, only the R22 line showed 90 to 

100% mortality in 72 hours of exposure. In this way, the results of this work provide relevant 

information about the larvicidal potential of strains of isolated bacilli from different Amazonian 

environments, which can be used in biological control actions of Ae. aegypti. 

 

Keywords: Amazonian microbial, insecticidal proteins, hydrolytic enzymes, vector control. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A Amazônia brasileira abriga um elevado número de insetos hematófagos, vetores de 

doenças de importância médica, como mosquitos do gênero Aedes. Dentre as espécies deste 

gênero, o mosquito Aedes aegypti é vetor primário de diversos arbovírus que causam agravos à 

saúde humana. Este mosquito é amplamente distribuído em zonas tropicais e subtropicais, vive 

em áreas urbanas próximas aos seres humanos, principalmente em criadouros artificiais 

(KRAEMER et al., 2015; LIMA-CAMARA, 2016).  As fêmeas do mosquito Ae. aegypti, por 

serem hematófagas, estão entre os maiores transmissores de patógenos que causam a 
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disseminação de diversas arboviroses como: dengue, chikungunya, zika, febre amarela urbana, 

tornando-se um grande problema de saúde pública (BENELLI, 2015; DHAYALAN et al 2018).  

O controle do vetor é a principal estratégia adotada para reduzir a incidência de doenças, 

que causam milhares de óbitos em várias regiões do mundo. Assim, há diversos tipos de 

controle vetorial que vêm sendo utilizado, como as medidas socioeducativas, o controle físico, 

químico e biológico (ALVES, 1998; ARANTES et al., 2002, ZARA et al. 2016). Apesar das 

medidas serem eficientes para controlar a proliferação destes mosquitos, o uso contínuo de 

produtos químicos ocasiona vários prejuízos ambientais como diminuição da biodiversidade 

natural, seleção de mosquitos resistentes, assim como causa diversas complicações de saúde 

para os seres humanos (HARRINGTON et al 2013, CHENGALA, 2017). Entretanto, o controle 

biológico possui vantagens com a utilização de microrganismos, que secretam moléculas 

tóxicas a diferentes ordens de insetos, sendo considerada segura por serem inócuas a mamíferos, 

plantas e outros invertebrados (LUNA-FINKLER & FINKLER, 2012). 

Atualmente há vários estudos com a utilização de moléculas como, por exemplo, 

proteínas CRY, CYT, VIP, oriundas de microrganismos que apresentam ação tóxica a este 

mosquito (DONOVAN et al., 2006, SOARES-SILVA et al, 2015, LOBO et al., 2017). Além 

destas moléculas, as enzimas hidrolíticas quitinases, glucanases, proteases, produzidas por 

bactérias do gênero Bacillus, estão sendo empregadas em programas de controle biológico de 

insetos vetores de doenças e pragas agrícolas. Estes microrganismos apresentam capacidade de 

secretar uma diversidade de enzimas, em meio de cultura, relevantes em diversos processos 

industriais, ambientais de controle biológico (SCHALLMEY et al, 2004; INCA-TORRES et al, 

2018).  

Considerando o potencial das proteínas CRY, estudos mostram que essas moléculas 

apresentam capacidade de interagir com outros fatores de virulência, ocasionando maiores 

efeitos de mortalidade, em diversas ordens de insetos. Estudos relatam sinergismo de proteínas 

CRY com proteínas CYT, VIP e enzimas quitinases em populações de mosquitos Ae. aegypti 

(COSTA, et al., 2010; SWIONTEK et al, 2013; PALMA et al. 2014, ELLEUCH et al., 2015).  

 As enzimas quitinases, proteases e glucanases são importantes em mecanismo de 

patogenicidade, pois atuam na hidrólise de substratos presentes na parede celular de organismos 

patogênicos (PLANAS, 2000, SHARMA et al., 2018). Assim, as β-glucanases destacam-se por 

apresentar importante mecanismo de sinergismo com outras moléculas, atuando na hidrólise do 

β-glucano, componente da parede celular de fungos fitopatogênicos. Além disso, estudos 

relatam que o gênero Bacillus é portador de genes que codificam enzimas β-glucanases, com 

atividade antifúngica e antimicrobiana (GAISER et al., 2006; QIAO, 2008; XU et al., 2016). 
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Apesar da ampla diversidade de microrganismos distribuídos em diferentes ambientes 

amazônicos e seu potencial metabólico, torna-se necessário investigar novas moléculas 

inseticidas, para o controle biológico de insetos vetores. O presente estudo teve por objetivo, 

avaliar a presença dos genes Cry e BS-glu em Bacillus spp., isolados de ambientes amazônicos 

com potencial larvicida,  visando contribuir para o controle biológico de Ae. aegypti. 

Considerando os resultados deste estudo, as linhagens que apresentaram potencial larvicida e a 

presença dos genes de interesse, tornam-se promissoras para estudos no controle deste vetor.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

O estudo foi desenvolvido no Laboratório de Controle Biológico e Biotecnologia da 

Amazônia do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia - INPA. 

 

2.1 Reativação de bacilos 

 

Foram obtidas 21 linhagens bacterianas da Coleção de Bactérias entomopatogênicas do 

Laboratório de Controle Biológico e Biotecnologia da Amazônia (INPA).  Em tubos de ensaio 

com capacidade de 20 mL, contendo 2 mL do meio Nutriente Broth (NB) (5g de tecido animal, 

5g cloreto de sódio, 1.5g extrato de carne, 1.5g de extrato de levedura), Luria bertani (LB) (5g 

de extrato de levedura, 10g peptona de caseína, 10g cloreto de sódio) e ISP2 (10 amido, 10g 

extrato de malte, 4 g extrato de levedura, 4 g dextrose), foram adicionados 20 µL do cultivo 

bacteriano, de acordo com o meio que estes microrganismos estavam preservados. Em seguida, 

foram incubados em estufa rotativa 30ºC e 180 rpm, por 24 h ou 48 h, até atingir o crescimento 

padrão de número 2, comparado à turbidez da escala de McFarland (3x108 nº células). Após 

isso, 20 µL deste cultivo foram transferidos para placas de Petri, contendo os respectivos meios. 

Posteriormente, com uma alça de Drigalsky embebida em álcool 70% e flambada em bico de 

Bunsen foi feito o espalhamento. As placas foram incubadas em estufa a 28ºC, por 24 horas ou 

48 horas para o crescimento das colônias. Posteriormente, com auxílio de uma alça de platina, 

foi feita purificação das colônias pela técnica de esgotamento por estrias cruzadas. 

 

2.2 Caracterização fenotípica dos bacilos reativados (morfologia e Coloração de Gram) 

 

 As características morfológicas de todas as colônias foram analisadas pelo método de 

Gram (MARTINEZ & TADEI, 2008) e este procedimento possibilitou caracterizar 

fenotipicamente as linhagens bacterianas. Inicialmente, foram adicionados 10 µL de água 

deionizada em lâminas de vidro esterilizadas. Em seguida, com uma alça de platina embebida 
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em álcool 70% e flambada em bico de Bunsen, foi adicionada uma colônia isolada e friccionada 

para a homogeneização e fixação em temperatura ambiente, após isso, foi adicionado o reagente 

cristal violeta de genciana por 1 min e lavada em água corrente. Em seguida, adicionou-se o 

lugol por 60 segundos e o descolorante de solução álcool-acetona durante 15 segundos, seguido 

de lavagem em água corrente. Posteriormente, foi adicionada a solução de fuccina durante 30 

segundos e lavada em água corrente. Após secas, as lâminas foram visualizadas em microscópio 

óptico na lente objetiva (100X), utilizando-se óleo de imersão. Em seguida, foi feita a 

preservação das linhagens com adição de 20% de glicerol (v/v) e 800 µL do cultivo bacteriano 

em tubos criogênicos, os quais foram armazenados em freezer a -20ºC, para a realização de 

estudos posteriores. 

As colônias bacterianas foram caracterizadas morfologicamente de acordo com o 

protocolo estabelecido por Fonseca et al. (2000), sendo considerados os seguintes aspectos: 

tamanho (>2 mm, 1-2mm, puntiforme), forma (circular ou irregular), borda (lisa ou ondulada), 

homogeneidade (homogênea ou heterogênea), cor (amarelo, amarelo claro, amarelo 

esverdeado, amarelo forte, creme e branco), transparência (transparente ou opaca), elevação 

(presença ou ausência), muco (pouco, médio e muito). 

 

2.3 Identificação molecular bacteriana  

 

 

 Na identificação molecular bacteriana, o procedimento consistiu das seguintes etapas: 

Extração de DNA genômico das linhagens bacterianas, amplificação por PCR da região 16S 

rRNA, sequenciamento e comparação das sequências obtidas com banco de dados de 

nucleotídeos públicos. 

 

2.3.1 Extração do DNA genômico 

 

Para todas as extrações realizadas neste trabalho, foi utilizado o produto Matriz 

InstaGene ™ da empresa BioRad e o protocolo de utilização é descrito a seguir: Uma pequena 

quantidade (0,001g) de massa bacteriana foi adicionada em um tubo de microcentrífuga de 

1,5ml contendo 1ml de água ultrapura autoclavada. A mistura foi então homogeneizada e 

incubada à temperatura de 29 °C durante 25 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 12.000 

rpm durante 3 minutos e depois o sobrenadante foi cuidadosamente removido de modo a não 

agitar o sedimento. Logo após, 200μl da matriz InstaGene ™ foram adicionados ao pellet, 

homogeneizados em vórtex por 10 segundos e incubados a 56 °C em banho maria por 25 
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minutos. Em seguida, o tubo foi submetido ao vórtex durante 10 segundos e incubado em banho 

maria  a 100 °C durante 8 minutos. Após isso o tubo foi novamente agitado em vórtex durante 

10 segundos e depois centrifugado a 12.000 rpm durante 3 minutos. Por fim o sobrenadante foi 

quantificado num espectrofotômetro e ajustado para 150ng de DNA, depois transferido para 

outro tubo e armazenado a -20 °C para a utilização na reação em cadeia da polimerase (PCR). 

 

2.3.2 Reação em cadeia de polimerase (PCR) para amplificação da região 16S rDNA 

 

As amostras de DNA foram submetidas ao protocolo de PCR para ampliação de um 

fragmento de aproximadamente 1100pb do 16S rRNA, a fim de fazer a identificação molecular 

e as análises posteriores. 

As reações de amplificação do gene 16S consistiram em um volume final de 25µL 

utilizando o kit Taq Pol - Master mix 2X (Cellco Biotec) seguindo o protocolo do fabricante. 

Foram utilizados, para cada reação, 12,5µL de Mix; 1µL DNA (150 ng/µL); 10,5µL de H2O 

milli-Q e 0,5µL (10pMol) de cada primer 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 

1100R (5’-AGGGTTGCGCTCGTT-3’). 

As reações foram realizadas em termociclador Thermal Cycler®. O perfil térmico da 

PCR consistiu de um ciclo inicial de desnaturação a 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos 

como segue: desnaturação das fitas-molde a 95°C por 1 min, pareamento dos primers a 54°C 

por 40 seg e extensão a 72°C por 1 min e 30 seg. Ao final, um ciclo de extensão a 72°C por 5 

min. 

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados após eletroforese em gel de 

agarose (0,8%, p/v) corado com solução de brometo de etídio (0,005%, p/v), onde o registro 

das imagens foi feito em fotodocumentador - Eagle Eye II, Stratagene. 

 

2.3.3 Purificação das amostras 

 

Os fragmentos de DNA amplificados na reação de PCR, foram purificados utilizando 

PCR Purification Kit (Cellco Biotec), de acordo com as recomendações do fabricante. Uma 

alíquota de 200ng do DNA purificado foi usada como matriz para as reações de 

sequenciamento. 
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2.3.4 Sequenciamento do gene 16S rDNA 

 

Foi utilizado o kit de sequenciamento BidDye Terminator V 3.1. (Life Tchnologies) e 

0,5µL (10pMol) dos mesmos oligonucleotídeos utilizados para a reação de PCR. As reações de 

sequenciamento foram precipitadas com etanol, inseridas no equipamento ABI 3500 XL 

(Applied Biosystems) para a determinação das sequências. As sequências foram analisadas com 

os programas BioEdit 7.2 e PHRED/CAP3 disponíveis no site do Laboratório de Biologia 

Molecular da UNB. 

As sequências resultantes foram comparadas com sequências bacterianas depositadas 

na base de dados do NCBI. 

 

2.3.5 Análises das sequências por bioinformática 

 

O consenso das sequências 5´- 3´ de cada linhagem bacteriana foi feito utilizando a 

ferramenta CAP3. Este programa realiza a montagem de sequência contíguas, a partir dos 

arquivos “fasta.screen”, do programa Bioedit 7.0.5. Após a obtenção do consenso das 

sequências, foi feita uma busca comparativa no banco de genomas bacterianos depositados no 

“GenBank” utilizando a ferramenta BLASTn do “National Center for Biotecnology 

Information”(NCBI). 

Na avaliação da semelhança das sequências de DNA das linhagens bacterianas deste 

trabalho com outros grupos bacterianos, foi feito um alinhamento em conjunto das sequências 

dos isolados obtidos, juntamente com sequências de estirpes de referência obtidas no banco de 

dados do GenBank-BLASTn. Os alinhamentos destas sequências foram realizados utilizando-

se o programa BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999), usando a ferramenta ClustalW. 

 

2.4 Caracterização gênica Cry4Ba, Cry11Gral e BS-glu 

 

A técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para detectar a 

presença do gene Cry4 nas linhagens de bacilos, tóxicas as larvas de Ae. aegypti.  

A extração do DNA genômico foi realizada por meio de um Kit da matriz InstaGene 

(Bio-Rad), seguindo as instruções do fabricante. A qualidade e a quantidade de DNA foi 

determinada pelo NanoDrop ™ 2000 / Espectrofotômetro de Thermo Fisher Scientific.  

 Na caracterização dos genes Cry4Ba, Cry11Gral e Bsglu, o DNA genômico das 

linhagens foi diluído e submetido à técnica de PCR com os oligonucleotídeos iniciadores 
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mostrados na Tabela 1. Os primers foram elaborados com base na sequência do gene Cry4Ba e 

Cry11Gral. Os primers do gene BS-glu foram projetados com base na sequência do gene BS-

glu (QIAO, 2008) e no alinhamento das sequências de três genes de β-1,3-1,4-glucanase de 

Bacillus subtillis MA139, com o acesso do GenBank  U60830, AF490978 e Z46862, 

respectivamente. Os primers foram fornecidos comercialmente pela empresa Exxtend Solução 

em Oligos.  A cepa padrão Bti001 foi utilizada como controle positivo e, para o controle 

negativo, o DNA foi substituído por água ultrapura. 

As reações de amplificação foram realizadas em aparelho termociclador Mastercycler 

Gradient (Eppendorf). As reações de amplificação dos genes Cry4Ba e Cry11Gral e BS-glu 

consistiram em um volume final de 25µL utilizando o kit Taq Pol - Master mix 2X (Cellco 

Biotec) seguindo o protocolo do fabricante. Foram utilizados para cada reação 12,5µL de Mix; 

1µL DNA (150 ng/µL); 10,5µL de H2O milli-Q e 0,5µL (10pMol) de cada primer descritos na 

tabela 1. 

  

Tabela 1: Oligonucleotídeos iniciadores para amplificação do gene Cry4Ba, Cry11 e BS-glu. 

Gene  Sequência de nucleotídeos  
Tamanho do 

fragmento (pb) 

Cry4Ba  

5’CGTTTTCAAGACCTAATAATATAATACC3’(f) 
351 

5’CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT3’(r) 
   

Cry11gral 

5’-CGCTTACAGGATGGATAGG(f) 
342-352 

5’-GCTGAAACGGCACGAATATAATA(r) 
   

BS-glu 
5’ GGATTGTTTATGAGTTTGT3’(f) 

690 
5’TTATTTTTTTGCTATAGCGCA3’(r) 

(f): foward; (r): reverso 

 

 

As condições térmicas para amplificação do gene Cry4Ba e Cry11 foram programadas 

de acordo com as respectivas especificações descritas a seguir: desnaturação inicial a 95 ºC 

5min, desnaturação a 95 ºC por 1 min, anelamento a 66 ºC por 1 min, polimerização a 72 ºC 

por 1min, extensão final a 72 ºC por 5 min e hold 4 ºC ∞ em um total de 35 ciclos. 

As condições do gene BS-glu foram programadas de acordo com as respectivas 

especificações descritas a seguir: desnaturação inicial 95 ºC por 3min, desnaturação 95 ºC por 

30 seg, anelamento 54 ºC por 30seg, polimerização 72 ºC por 1:50 min, extensão final 72 ºC 

por 10 min e hold 4 ºC ∞ em um total de 40 ciclos. 

Com a finalidade de visualizar os fragmentos de DNA oriundos da técnica de PCR, foi 

realizada a eletroforese em gel de agarose a 1% para os genes Cry4Ba e Cry11, e para o gene 

BS-glu, o gel foi de 1%. Foram retirados 3 μL de cada amostra da PCR , este foram adicionados 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#tblfn0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#tblfn0005
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em 3 μL do corante Loading Buffer contendo Gel Red (0,5mg/mL). As amostras foram 

aplicadas no gel de agarose, sendo este submetido à corrida eletroforética a noventa volts, 

durante 90 min, conduzidas em tampão TEB [1X] (89mM de Tris; 89mM de ácido bórico e 

2,5mM de EDTA, pH 8,2). Em cada reação de eletroforese foi incluído o DNA Ladder 1 Kb 

(Fermentas), como padrão de peso molecular, o qual serviu como referência para verificação 

dos tamanhos dos fragmentos gerados. Os géis com fragmentos de DNA amplificados foram 

visualizados em um transiluminador ultravioleta e fotografados em aparelho TCL 

Documentation (Vilber lourmat). 

 

2.5 Atividade larvicida 

 

A partir da obtenção de 21 linhagens tóxicas contra larvas de Ae. aegypti, foram 

realizados os bioensaios quantitativos com a biomassa bacteriana. Estes testes foram realizados 

em temperatura de 26± 2ºC, umidade relativa de 80% e foto período de 12 horas.  

 

2.5.1 Obtenção e manutenção das larvas de Aedes aegypti 

 

Na obtenção das larvas, foram utilizados ovos da colônia do Insetário do Laboratório de 

Malária e Dengue do INPA. Para a eclosão das larvas, os ovos foram colocados em bacias de 

plástico retangulares (12 x 22 x 4 cm) contendo 200 mL de água. Após a eclosão das larvas, foi 

adicionada a alimentação que consistiu na mistura da ração (Teklab global) e da ração Wiskas®, 

na proporção de 1:1 (LIMA, 2007).  

As larvas foram mantidas em temperatura média de 27 ± 1ºC, umidade relativa em torno 

de 80% a 90% e fotofase de 12 horas. Foram selecionadas para os bioensaios, larvas de 3º instar 

(L3) e as demais permaneceram na bacia até a fase de pupa. Em seguida, as pupas foram 

adicionadas em copos de plásticos e inseridas em gaiolas padronizadas (18 cm de diâmetro x 

17 cm de altura) para a emergência dos mosquitos adultos e manutenção da colônia. Para estes, 

foi adicionada em Erlenmeyers água com solução de sacarose a 10% embebido em algodão. No 

repasto sanguíneo utilizou-se hamsters (Mesocricetus auratus), durante 30 min sobre as gaiolas, 

os quais foram anestesiados com uma mistura de Ketamina e xilazina, como indicado no 

“Formulary of laboratory animals”, compilado por C. Terrance Hawk e Stevenb L. Leary, 1995, 

(CEUA: 026/2016). 
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2.5.2 Escala preparativa de cultivo de bacilos  

 

Inicialmente foram cultivadas 21 linhagens com potencial tóxico contra larvas de Ae. 

aegypti nos respectivos meios de preservação Nutriente Ágar (NA) (5g de tecido animal, 5g 

cloreto de sódio, 1.5g extrato de carne, 1.5g de extrato de levedura), Luria bertani (LB) (5g de 

extrato de levedura, 10g peptona de caseína, 10g cloreto de sódio) e ISP2 (10 amido, 10g extrato 

de malte, 4 g extrato de levedura, 4 g dextrose). Em tubos de ensaios, contendo 2 mL dos meios 

descritos anteriormente, foram adicionados 20 µL do cultivo bacteriano e incubados na estufa 

rotativa a 30 ºC, 180 rpm, por 24 h. Após isso, 50 µL do cultivo de cada linhagem foram 

transferidos para Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL dos respectivos meios em 

triplicata. Em seguida, incubados a 30ºC, 180 rpm por 120 horas, até atingir o nível 8 de 

crescimento comparado a turbidez da escala de Macfarland (18, 108 cel/mL). Em seguida, 40 

mL das amostras foram distribuídas em tubos falcon (50 mL) e centrifugadas a 4ºC e 5000 xg 

por 30 min. O pellet obtido foi feito por dois tratamentos, primeiro utilizou-se o tratamento com 

calor em temperatura de 121ºC durante 30 minutos e o outro sem tratamento térmico. Em 

seguida, as amostras foram previamente congeladas e liofilizadas em aparelho Liofilizador 

(Enterprise I, TERRONI) durante 24 a 48 horas.  

 

2.5.3 Bioensaios quantitativos com larvas de Ae. aegypti 

 

Os bioensaios quantitativos foram preparados de acordo com Dulmage et al (1990) e 

OMS (2005). Nestes bioensaios, para cada linhagem de bacilos, foram utilizadas seis 

concentrações - 133mg/L, 66.6 mg/L, 33.3 mg/L, 16.6 mg/L, 8.33 mg/L, 4.26 mg/L. Em cada 

concentração foram preparados cinco copos de plástico, com capacidade de 180mL, cada um 

contendo 20 larvas de terceiro instar de A. aegypti em um volume final de 150 mL. Para o 

controle negativo, foi preparado um copo de plástico seguindo o mesmo procedimento, mas 

sem bactérias, e o controle positivo continha a cepa padrão (Bti001).  Os bioensaios foram 

realizados em quintuplicata, seguidos de três repetições em dias diferentes e leituras de 

mortalidade em 24, 48 e 72 horas. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1 Caracterização fenotípica dos bacilos (morfologia e coloração de Gram) 

 

A partir da reativação das linhagens bacterianas, foi possível caracterizar, por métodos 

fenotípicos, 21 linhagens de bacilos (Tabela 2). Neste procedimento, observou-se por meio da 
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caracterização morfo-tintorial a visualização em microscopia óptica das linhagens com 

características em formato de bastonetes com extremidade reta ou de ponta arredondada. As 21 

colônias bacterianas, apresentaram características de bacilos gram positivos (Tabela 2).  

 
Tabela 2: Características morfológicas e coloração de Gram de bacilos de diferentes ambientes amazônicos. 

 

Nº LINHAGENS  SUBSTRATOS MORF GRAM 

1 SBC1LB Solo  Bacilo + 

2 SBC2LB Solo  Bacilo + 

3 SMP1.1ISP2 Solo  Bacilo + 

4 SPa03ISP2 Solo  Bacilo + 

5 SPa04NA Solo  Bacilo + 

6 SPa07NA Solo  Bacilo + 

7 SPa09NA Solo  Bacilo + 

8 BtAM06NA Solo Bacilo + 

9 BtAM49LB Solo Bacilo + 

10 SPO4NA Água  Bacilo + 

11 SGD01.NA Agua  Bacilo + 

12 GD02.3NA Água  Bacilo + 

13 GD02.13NA Água  Bacilo + 

14 26ME Água  Bacilo + 

15 15PHALB Planta Bacilo + 

16 59PHAisp2 Planta Bacilo + 

17 R17isp2 Planta Bacilo + 

18 58PHAisp2 Planta Bacilo + 

19 R22isp2 Planta Bacilo + 

20 R11isp2 Planta Bacilo + 

21 SGD08NA Inseto  Bacilo + 

  Legenda: Nº= Número; Morf= morfologia. 

   

 

Além da análise pelo método de Gram, também foi realizada a caracterização da 

morfologia das colônias. Os resultados desta análise mostraram as características diversificadas 

das colônias bacterianas, como: tamanho, produzindo em sua maioria colônias grandes, 

coloração branca acinzentadas, de bordas irregulares (Figura 1). 
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Figura 1: Características morfológicas de bacilos de ambientes amazônicos 

 

Fonte: o autor (2019) 

 

As observações das características fenotípicas das linhagens bacterianas, neste estudo, 

foram comparadas com as observações feita Goto et al. (2000). Estes autores enfatizam que o 

grupo dos bacilos possuem características cilíndricas com formas de bastonetes isoladas ou em 

pares (diplobacilos), ou em cadeia (streptobacilos).  De fato, o gênero Bacillus compreende 

basicamente bactérias gram-positivas ou gram-negativas formadoras de esporos facultativas 

anaeróbias, em forma de bastonete (LOGAN et al., 2009). As características morfológicas 

observados neste estudo fornecem informações complementares para identificação destas 

linhagens bacterianas.  

As características fenotípicas de um determinado microrganismo são instáveis, 

dependendo do ambiente que se encontram, ocorrem alterações e pode haver diferenças em 

cada meio de cultivo (HUNGRIA & SILVA, 2011). Contudo, além da análise microscópica de 

bactérias, o registro das colônias do crescimento microbiano, na escala macroscópica, é de 

grande importância para a avaliação de diversidade, pois serve como um complemento 

importante para as análises genéticas (FONSECA et al., 2000; PRAYITNO & ROLFE, 2010; 

COBO et al., 2017).  

Assim, a utilização de um único método de caracterização não é suficiente, para a 

identificação de um microrganismo, porém, o emprego conjunto das técnicas clássicas e 
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moleculares desempenha um papel fundamental na identificação de espécies (RODRÍGUEZ-

DÍAZ et al., 2008; HABIB et al., 2013). Embora as linhagens bacterianas apresentem 

características semelhantes ao grupo de bactérias do gênero Bacillus, é imprescindível a 

caracterização por métodos com marcadores moleculares. Considerando a diversidade e 

filogenia de procariotos, o gene 16S rRNA desempenha um papel importante, na identificação 

e taxonomia microbiana e tem sido o método bastante utilizado. Este gene é altamente 

conservado, sendo considerado um marcador filogenético adequado para caracterização de 

bactérias ao nível de gênero e, até mesmo, de espécies (WOESE, 1987; ORRILLO et al., 2015). 

Diante disso, para a identificação mais precisa das linhagens utilizadas neste estudo, foi feito a 

identificação molecular pelo gene 16S rRNA. 

 

3.2 Identificação molecular de bacilos 

 

A região do DNA ribossomal 16S foi amplificda com o intuito de realizar a identificação 

taxonômica das linhagens de bacilos. Do total de 21 bacilos, foi possível identificar 20 

linhagens bacterianas, correspondendo a seis gêneros: Bacillus, Brevibacillus. Brevundimonas, 

Serratia e Achromobacter. A sequência nucleotídica para a amplificação e sequenciamento 

utilizada neste estudo, possui aproximadamente 1100 nucleotídeos (Figura 2). A sequência do 

gene 16S rRNA é   composta de regiões conservadas, úteis para determinar as relações de 

distância, enquanto que as regiões variáveis são utilizadas para distinguir organismos 

estreitamente relacionados (BECKER et al., 2004; PEI et al., 2009). 

 

Figura 2: Perfil eletroforético de amplificação do DNA do gene 16S rRNA 
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O sequenciamento do gene rRNA 16S é considerado eficiente para identificação 

bacteriana (GOTO et al., 2000; GARCIA-MARTINEZ et al., 1999; BOAKYE et al., 2016).  A 

identificação de bactérias por este método é utilizado em diversos estudos, com o objetivo de 

caracterização molecular de microrganismos, principalmente de bactérias.  As sequências 

obtidas são comparadas com as disponíveis em bancos de dados, a exemplo, o National Center 

for Biotechnology Information- NCBI (BECKER et al., 2004; NOLTE & CALIENDO 2003; 

CIHAN et al., 2012).  

A análise da sequência do gene  rRNA 16S tem sido promissora uma vez que, este gene 

é considerado  universal para bactérias e uma grande quantidade de sequências estão 

disponíveis em bancos de dados permitindo, assim, a comparação das sequências de linhagens 

bacterianas desconhecidas (STACKEBRANDT E GOEBEL, 1994; CLARRIDGE, 2004; 

VINJE et al., 2014). 

A utilização da região do gene rRNA 16S permitiu a identificação das linhagens 

bacterianas deste estudo, onde foi possível observar que a maior predominância das linhagens 

bacterianas obtidas é pertencente ao gênero Bacillus, contudo, outros gêneros correlatados 

também foram observados.  O gênero Bacillus foi o mais representativo com a identificação de 

15 linhagens bacterianas. Do gênero Brevibacillus foram identificadas duas linhagens e para os 

gêneros Serratia, Achromobacter e Brevundimonas foi identificada uma linhagem. 

As espécies do gênero Bacillus identificadas foram B. cereus, B. thuringiensis, B. 

pumilus, B. stratosphericus, B. tropicus, B. proteolyticus, B. safensis, B. amyloliquefaciens, B. 

Bacillus aerius e Bacillus sp.. Enquanto que, para os gêneros Achromobacter, Serratia, 

Brevibacillus e Brevundimonas foram: A. xilosidans, S. marcences, B. laterosporus, e B. olei 

(Tabela 3). 

De fato, Bacillus é o gênero em que ocorre o maior número de espécies, sendo bastante 

heterogêneo. As bactérias deste grupo possuem capacidade de formação de esporos, inertes 

ambientalmente e metabolicamente resistentes (LOGAN E VOS, 2009; SCHMIDT et al., 

2011). 
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Tabela 3: Identificação molecular de linhagens de bacilos por meio do sequenciamento do gene 16SrRNA 

Nº Linhagem Identificação Molecular Identidade Morfologia  Gram 

1 SMP1.1 Bacillus cereus 100% Bacilo + 

2 SBC2LB Bacillus thuringiensis  98% Bacilo + 

3 SPa09 Bacillus thuringiensis 100% Bacilo + 

4 BtAM06NA Bacillus thuringiensis 99% Bacilo + 

5 BtAM49LB Bacillus thuringiensis 97% Bacilo + 

6 59PHA Bacillus pumilus 100% Bacilo + 

7 R22 Bacillus pumilus 100% Bacilo + 

8 SGD08NA Bacillus stratosphericus 99% Bacilo + 

9 SBC1 Bacillus tropicus 100% Bacilo + 

10 58PHA Bacillus proteolitycus 100% Bacilo + 

11 GD.02.3 Bacillus safensis 100% Bacilo + 

12 15PHAISP2 Bacillus safensis 99% Bacilo + 

13 R11ISP2 Bacillus amyloliquefaciens 98% Bacilo + 

14 SPO4NA Bacillus sp. 100% Bacilo + 

15 26MENA Bacillus aerius  99% Bacilo + 

16 SPa03NA Achromobacter xilosidans 98% Bacilo + 

17 SGD01NA Serratia marcescens 100% Bacilo + 

18 SPa04NA Brevibacillus laterosporus  100% Bacilo + 

19 SPa07 Brevibacillus laterosporus 100% Bacilo + 

20 R17 Brevundimonas olei 100% Bacilo + 

 

A partir dos resultados obtidos neste estudo, foi possível observar as diferentes espécies 

do gênero Bacillus, das quais, muitas têm grande importância em inúmeras aplicações 

biotecnológicas e médica. Sendo assim, muitos estudos com diferentes métodos moleculares de 

identificação são utilizados, para comparar e discriminar os genomas de bactérias, dentre as 

diversas técnicas moleculares, está o sequenciamento do gene 16S rRNA (HARREL et al;  1995; 

BHANDARI et al., 2013; KUMAR et al., 2014). 

As bactérias que pertencem ao grupo Bacillus cereus são bacilos gram-positivos, 

formadoras de esporos, compreende as espécies: B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. 

mycoides, B.pseudomycoides, B. weihenstephanensise B. cytotoxicus, porém, novas espécies 

têm sido incluídas neste grupo. As espécies do grupo B. cereus são saprófitas, encontradas 

geralmente em solo e de importância médica e econômica. A espécie B. anthracis possui 

patogenicidade em humanos, enquanto, B. thuringiensis são patógenos de insetos, utilizada no 

controle biológico, como pesticida biológico e considerada inócua para os seres humanos 

(HELGASON et al., 2006; PATINO-NAVARRETE, et al., 2017). Outras espécies Bacillus 

subtilis e Bacillus thuringiensis são consideradas promissoras na produção de enzimas, usadas 

como probióticos.  
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Além das diferentes espécies identificadas pelo gênero Bacillus, duas linhagens foram 

correspondente ao gênero Brevibacillus, identificadas como Brevibacillus laterosporus. Liu et 

al. (2017) e Ghazanchyan  et al. (2018) relatam que B. laterosporus tem sido usado como uma 

alternativa aos larvicidas biológicos, produzidos com base em B. thuringiensis e B. sphaericus. 

Esta espécie de Brevibacillus tem sido relatada na produção de enzimas e substância 

antibacterianas e antifúngicas, além disso, são usados como probióticos (RUIU et al. 2007; 

MARCHE et al., 2018). As linhagens de B. laterosporos são aeróbicas, entomopatogênicas, 

com formação de esporos, apresentam um elevado nível de produção corpo paraesporal, de 

grande interesse científico e industrial.  

Outro gênero identificado nas linhagens de bacilos foi Brevundimonas, correspondendo 

à espécie Brevundimonas olei. Este gênero foi anteriormente descrito como Pseudomonas, onde 

foram reclassificados para, o gênero Brevundimonas (SEGERS et al., 1994; RYU et. al, 2007). 

A espécie Brevundimonas olei sp. nov.  foi isolada de um reservatório de óleo, onde foi descrita 

como uma nova espécie deste gênero (LEE et al., 2010). 

A identificação de bactérias do gênero Bacillus, por métodos fenotípicos, tornou-se 

difícil devido o gênero ser um grupo taxonômico grande e heterogêneo, de bactérias gram-

positivas e negativas, o que causa muita complexidade em sua classificação taxonômica. Com 

estudos da sistemática bacteriana, muitas espécies desse grupo foram reclassificadas, 

principalmente com uso do gene 16S rRNA, porém, devido à elevada variabilidade genética, 

muitas espécies de Bacillus continuam sem classificação (Vos et al., 2009). De fato, neste 

estudo, não foi possível a identificação de uma linhagem de bacilo, ao nível de espécie, sendo, 

denominadas como Bacillus sp. 

Considerando a região gênica 16S rRNA, foi possível identificar as linhagens 

bacterianas de diferentes ambientes amazônicos, os quais podem contribuir para o controle 

biológico e diversas aplicações biotecnológica. 

 

3.3 Caracterização gênica Cry4Ba, Cry11 e BS-glu de bacilos 

 

Utilizando-se a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi possível detectar 

o gene Cry4Ba em linhagens patogênicas para as larvas de Ae. aegypti. A análise da detecção 

molecular do gene Cry4 e Cry11 das 21 linhagens tóxicas para as larvas de Ae. aegypti foram 

realizados. Os resultados mostraram que de 21 linhagens analisadas, seis -SPa09 – Bacillus 

thuringiensis, SPa04 - Brevibacillus laterosporus, 15PHA - Bacillus safensis, BtAM06 - 

Bacillus thuringiensis, R22 - Bacillus pumilus e GD 02.13 - apresentaram amplificação para o 
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referido gene,  com  fragmentos de DNA de tamanho aproximadamente 351 pares de bases. O 

fragmento também foi observado na linhagem padrão Bti001 - Bacillus thuringiensis, com o 

mesmo tamanho de pares de base, visualizados em gel de agarose 1,5% (Figura 3). 

Em relação ao gene Cry11, também analisado no presente estudo, não foi observada 

amplificação positiva nas linhagens investigadas. Apesar da ausência deste gene nos 21 bacilos, 

é importante investigar outros genes associados ao mecanismo de ação destes microrganismos, 

em larvas de Ae. aegypti.  

 

Figura 3: Perfil eletroforético da amplificação do DNA do gene Cry4Ba, em linhagens de bacilos de diferentes 

ambientes amazônicos 
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A importância na detecção dos genes Cry, utilizado neste estudo, se deve a 

especificidade de toxinas CRY a mosquitos da ordem diptera. Assim, uma das características 

que tornam as proteínas CRY específica a diferentes insetos-alvo, é a ligação das toxinas CRY 

às proteínas localizadas nas microvilosidades das células do intestino médio de insetos.  De 

acordo com a classificação da diversidade de genes Cry, baseados em estudos com diferentes 

ordens de insetos, o gene Cry4Ba foi classificado com especificidade a dípteros (CRIKMORE, 

1998).  Portanto, a detecção da presença de genes que codificam proteínas CRY, nas linhagens 

M1KB► 

M331pb ► 

SPa09                 SPa04 

R22 

M1KB► 

M331pb ► 
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da região amazônica, é de extrema relevância para correlacionar com o potencial larvicida 

destas linhagens bacterianas, no controle deste mosquito. 

A bactéria entomopatogênica B. thuringiensis é uma espécie com grande potencial na 

produção de inclusões de cristais, que contém toxinas inseticidas denominadas δ-endotoxinas. 

No presente estudo, duas linhagens SPa09 e BtAM06 que amplificaram para o gene Cry4, foram 

identificadas como B. thuringiensis.  Estudos mostraram que algumas espécies de B. 

thuringiensis apresentam alta toxicidade para o vetor Ae. aegypti, Culex sp. e Anopheles 

gambiae, com a presença de genes Cry, codificadores de toxinas CRY associadas ao mecanismo 

de patogenicidade no intestino destes mosquitos (MARGALITH & BEN-DOV, 2000; BRAVO 

et al., 2011).   

Analisando as linhagens com amplificação positiva para o gene Cry, observou-se que 

das seis linhagens, quatro são provenientes de solo. Assim, este substrato é considerado 

adequado para o isolamento de espécies de Bacillus, uma vez que, o solo  é o principal 

reservatório natural de esporos, principalmente espécies de B. thuringiensis que contribuem 

para o controle de insetos vetores e pragas agrícolas (POLANCZYK & ALVES, 2003; EL-

KERSH et al., 2016;  LOBO, et al., 2017).  

Lobo et al. (2015) utilizaram a técnica de PCR para detectar genes Cry4, Cry11 e Cyt, 

verificaram a presença destes genes em 10 isolados de B. thuringiensis, da região do Cerrado 

brasileiro, com atividade  tóxica sobre as larvas de Ae. aegypti. De maneira similar, Soares-

Silva et al. (2015) relataram a presença de genes Cry em isolados de B. thuringiensis do 

Amazonas, para o controle biológico do vetor Ae. aegypti. No presente estudo, as linhagens de 

bacilos que apresentaram amplificação para o gene Cry4Ba, também foram eficientes em causar 

100% de mortalidade em larvas do Ae. aegypti. Estes dados nos fornecem subsídios da presença 

de genes codificadores de proteínas CRY, toxinas importantes no mecanismo de ação em larvas 

de mosquitos vetores.  

Bravo et al. (2005, 2011) enfatizam que a toxicidade mais eficiente  destas toxinas, se 

deve ao efeito sinérgico entre as mesmas. Assim, a toxicidade da inclusão cristalina de 

entomopatógeno, principalmente o Bti, torna-se maior quando as proteínas CRY e CYT 

presentes neste cristal, estão em sinergismo ( BRAVO et al., 2005 , BRAVO et al., 

2007, PARDO-LÓPEZ et al., 2013 ). Além das toxinas cristal, B. thuringiensis possui outros 

fatores de virulência como, exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases 

(LIMA, 2010). 

Dentre os entomopatógenos Bti destaca-se entre as espécies do gênero Bacillus, por 

apresentar substâncias tóxicas a insetos, sendo classificada como segura por serem inócuas aos 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0315
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0125
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0125
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S008556261730047X#bib0280
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mamíferos, plantas e outros invertebrados. Nesse estudo, as linhagens 15PHA e R22 que 

apresentaram amplificação para o gene Cry4Ba, foram caracterizadas pelo gene rRNA16S - 

Bacillus safensis e Bacillus pumilus, representando novas espécies deste gênero com potencial 

larvicida. Garcia-Ramon et al. (2016) demonstraram que a espécie Bacillus pumilus isolada de 

planta,  produz inclusão de cristais paraesporais, semelhante as sintetizadas pela espécie B. 

thuringiensis, representando uma bactéria entomopatogênica  no controle de Ceratitis capitata. 

Estes estudos fornecem informações sobre os potenciais fatores de virulência desta espécie de 

Bacillus, principalmente pela presença de um corpo parasporal dessa natureza, na linhagem B. 

pumilus, sugerindo que estas linhagens portadoras do gene Cry4Ba também podem expressar e 

produzir proteínas CRY ativas, na patogenicidade deste inseto (GARCIA –RAMON et al., 

2016).  

De maneira similar, Katak (2015) demonstrou a presença do gene Cry4Ba, em quatro 

linhagens de bacilos isolados da região amazônica, onde foram identificadas como B. pumilus. 

Esta espécie de Bacillus não é considerada entomopatogênica, porém, são portadoras de genes 

que codificam proteínas inseticidas, sendo bastante significativa a descrição de novas espécies 

deste gênero, na produção de moléculas inseticidas. A presença de corpo parasporal na espécie 

B. pumilus pode ser decorrente da transferência de plasmídeo, contendo genes que codificam 

proteínas CRY de B. thuringiensis (GONZALEZ & CARLTON, 1984; BERRY et al., 2002; 

PATINO-NAVARRETE et al., 2016).  Os plasmídeos são um importante reservatório de genes 

e podem funcionar como veículo, para troca de material genético cromossômico entre diferentes 

espécies do gênero Bacillus (PATINO-NAVARRETE et al., 2016). 

A bactéria B. safensis pertence ao grupo de B. pumilus, apresentam características 

fenotípicas e genotípicas semelhantes. Sendo assim, estudos enfatizam que isolados de B. 

safensis foram identificados como B. pumilus, porém, análises moleculares clássicas são usadas 

para distinguir entre estas duas espécies. Esta linhagem bacteriana possui importantes 

aplicações biotecnológicas, devido à sua capacidade de produzir uma ampla diversidade de 

enzimas hidrolíticas e metabólitos secundários, industrialmente aplicáveis. Além disso, tem 

sido usada como agente de biocontrole contra fitopatógenos (BRANQUINHO et al., 2014; 

LATEEF et al., 2015).  

Considerando o potencial de espécies B. safensis e suas inúmeras aplicações 

biotecnológicas, é importante enfatizar que a linhagem 15PHA – B. safensis, possui o gene Cry 

que codificam proteínas inseticidas, porém, pouco se conhece sobre suas características. Desta 

forma, tornam-se necessários estudos adicionais para caracterizar as biomoléculas secretadas 

por esta bactéria, que pode se tornar um microrganismo promissor em diversas aplicações.  
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A linhagem SPa04, que também apresentou o gene Cry4, foi identificada como 

Brevibacillus laterosporus. Esta espécie mostra potencial para o controle biológico de insetos. 

Além disso, são utilizadas como probióticos e atuam como agentes antibacterianos e 

antifúngicos (GHAZANCHYAN et al., 2018).  

Diante disso, os resultados do presente estudo demonstram que é possível encontrar, em 

bacilos de diferentes amostras da região amazônica, genes que codificam proteínas inseticidas 

e com potencial larvicida a mosquitos vetores da ordem Diptera. Sendo assim, é relevante 

enfatizar a importância da proteína expressa no mecanismo de ação. Portanto, a virulência das 

bactérias entomopatogênicas é um mecanismo complexo, incluindo vários fatores de virulência, 

que atuam em sinergismo para causar patogenicidade no hospedeiro (BRAVO et al., 2007; 

GARCIA-RAMON et al., 2016). Embora neste estudo seja confirmada a presença do gene 

Cry4, em linhagens que apresentaram um valor significativo na mortalidade das larvas, é 

necessário investigar se a proteína CRY expressa é ativa e quais moléculas podem estar 

envolvidas nesta patogenicidade.  

 Apesar da ampla diversidade do gênero Bacillus, da região amazônica há poucos 

estudos com a descrição de genes Cry, os quais codificam moléculas inseticidas em linhagens 

desta região. Portanto, é necessário investigar novas linhagens que, apresentem perfil de 

bactérias entomopatogênicas, com toxicidade a vetores de importância médica. As linhagens 

R22, GD02.13, BtAM06, SPa09 e 15PHA que tiveram amplificação para o gene Cry4, também 

apresentaram atividade larvicida e tornam-se importantes para estudos, objetivando o controle 

do Ae. aegypti.  

O gene BS-glu que codifica a enzima β-1,3-1,4-glucanase, também foi avaliado nas 

linhagens tóxicas as larvas de Ae. aegypti. Estes genes apresentam um fragmento de 

aproximadamente 690 pares de base (pb). Os resultados da PCR mostraram duas linhagens - 

SBC2 – B. thuringiensis e Bti001 B. thuringiensis – apresentaram amplificação para o referido 

gene, visualizados em gel de agarose a 1% (Figura 4). Estes resultados revelam que bacilos 

provenientes da região amazônica apresentam genes que codificam β-1,3-1,4-glucanase, 

enzima hidrolítica relevante em diversos processos biotecnológicos. Além disso, atuam no 

controle biológico de fungos fitopatógenos e participam de mecanismo sinérgico com outras 

moléculas presetes na parede celular destes hospedeiros (PLANAS, 2000; XU et al. 2016).  
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Figura 4: Perfil eletroforético da amplificação do DNA do gene BS-glu em bacilos de diferentes ambientes 
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Enzimas β-1,3-1,4-glucanases que hidrolisam substrato de β-glucano foram isoladas e 

caracterizadas a partir de microrganismos, incluindo espécies de Bacillus. Dentre estas, 

citamos: B. macerans (BORRIS et al, 1990); Bacillus subtilis (QIAO et al, 2009); B. pumillus 

(ELGHARBI et al., 2017), B. thuringiensis (SHRESTHA et al., 2015); B. velezensis (XU et al., 

2016), Paenibacillus terrae NK3-4 (YU et al., 2018), Bacillus licheniformis GZ-2 (GAO et al., 

2016).  

Diversos estudos enfatizam a importância de enzimas quitinases que hidrolisam quitina 

presente na membrana peritrófica de insetos. Estas enzimas facilitam a ligação das proteínas 

CRY aos receptores no intestino das larvas, proporcionando um aumento da toxicidade 

(ARORA et al 2003,  COSTA et al., 2010; SOARES-SILVA et al. 2017). Enzimas quitinases 

possuem a capacidade de se ligar ao substrato quitina, presente no intestino de insetos e diversos 

estudos têm demonstrado o potencial destas proteínas secretadas por bactérias do gênero 

Bacillus, no controle de insetos vetores. 

Dentre outras enzimas que atuam no controle biológico, as glucanases produzidas por 

bactérias e fungos, foram descritas com potencial no biocontrole de fungos fitopatogênicos. 

Shrestha et al. (2015) relatou o potencial de enzimas proteases, β-1,3-glucanase e quitinase de 

B. thuringiensis na degradação da parede celular do fungo patogênico Sclerotinia.  As bactérias 

do gênero Bacillus são relevantes na produção de β-glucanase e quitinase, que contribuem para 

uma maior atividade antifúngica (PLANAS, 2000; XU et al., 2016; SHRESTHA et al., 2015). 

Bti001 

M M1KB► 

690pb► 

690pb► 

M1KB► 
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A ação hidrolítica das β-glucanases nas paredes desses microrganismos pode causar um efeito 

antagonista, prevenindo a disseminação da doença. Estas enzimas despertam grande interesse, 

pois hidrolisam polímeros insolúveis como o β-glucano. Os microrganismos produzem enzimas 

quitinases ou glucanases para obtenção de nutrientes a partir da hidrólise de quitina, glucano, 

entre outros substratos (GOHEL et al., 2006; MADIGAN et al., 2012). 

As quitinases e glucanases além de degradar a parede celular de fungos, desempenham 

papéis relevantes na defesa de plantas contra patógenos. Li et al. (2015) relatam o efeito 

antifúngico aumentado, quando glucanase atua em sinergismo com natamicina e quitinase, na 

degradação da parede celular de  Botrytis cinerea. De fato, algumas bactérias e fungos são 

antagonistas e competem por espaço, com fungos patógenos, os quais produzem enzimas 

quitinases, glucanases e proteases, que agem de forma sinérgica, na degradação da parede 

celular de fungos patógenos (MONTERO et al., 2007; ABDULLAH et al. 2008; SHARMA et 

al., 2018). 

Diversos genes que codificam β-glucanase foram isolados de diferentes bactérias, 

principalmente do gênero Bacillus. Xu et al. (2016) isolaram o gene Bglu1 (β-1, 3-1, 4-

glucanase) de B. velezensis ZJ20 com tamanho de 732 pb, clonado e expressado em E. coli, 

onde a glucanase purificada apresentou atividade com uma ampla faixa de pH e temperaturas 

na degradação da morfologia micelial de três fungos patogênicos. GAO (2016) investigaram 

genes que codificam β-1,3-1,4-glucanase (lichenases) de B. licheniformis GZ-2. O gene foi 

clonado e expresso em E. coli BL21 e atividade da enzima purificada foi bastante significativa, 

na hidrólise de β-1,3-1.4-glucano de cevada.  

Enzimas β-1,3-1,4-glucanase apresentam excelente estabilidade, sendo descritos seu 

papel na indústria alimentícia, na produção de bebidas como vinho e cerveja, na fabricação de 

bioetanol e do biodiesel. Além disso, também são utilizadas como suplemento alimentar na 

melhoria da qualidade de rações. Estas hidrolases atuam no mecanismo sinérgico com outras 

proteínas em diferentes atividades enzimáticas (QIAO, 2008; FURTADO et al., 2011; 

GOLDENKOVA-PAVLOVA et al., 2018). 

Os resultados do presente estudo mostraram que além da linhagem SBC2 - B. 

thuringiensis, a linhagem Bti001 - B. thuringiensis apresentou amplificação para o gene BS-

glu. Até o presente momento, não há descrição deste gene em linhagens de B. thuringiensis da 

região amazônica. O gene BS-glu (β-1,3-1,4-glucanase) foi descrito em B. subtilis MA139, onde 

foi clonado e expresso em E. coli BL21, a enzima purificada demonstrou alta atividade para o 

substrato de β-glucano e liquenano de cevada (QIAO, 2008). Além disso, estudos adicionais 

mostraram que a β-1,3-1,4-glucanase secretada por B. subtilis MA139 apresentou alta atividade 
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antimicrobiana, a diferentes cepas patogênicas do intestino de suínos, sendo selecionada como 

promissor probiótico (GUO et al., 2006). Estes dados despertam interesse das biomoléculas 

secretadas por estes microrganismos. O gene BS-glu investigado codifica enzimas glucanases 

com características importantes em diversas aplicações biotecnológicas.  

As enzimas β-1,3-glucanase foram descritas a partir do intestino de insetos das ordens 

de Coleóptera, Ortóptera, Lepidóptera e Díptera (BRAGATTO et a., 2010). Souza et al. (2016) 

relataram que β-1,3-glucanase atua na degradação de glucano, presente na parede celular de 

levedura Saccharomyces cerevisae, observada no intestino das larvas de Ae. aegypti.  Embora 

sejam descritas glucanases no intestino de larvas, pouco se conhece sobre as propriedades e 

funções dessas enzimas, em insetos. 

Considerando a importância destas hidrolases, em diversos processos biológicos, é de 

grande relevância investigar se há interação sinérgica destas enzimas com moléculas presentes 

no intestino desses insetos. Apesar de não haver estudos relacionados com a interação de 

glucanases com moléculas inseticidas, é importante avaliar a presença de genes codificadores 

de glucanases de Bacillus, que podem contribuir com o aumento da toxicidade nas larvas de 

Ae. aegypti. 

 

3.3.1 Correlação da atividade larvicida com a presença dos genes Cry4Ba e BS-glu (β-

glucanases) em linhagens de bacilos  

 

 Analisando os resultados da atividade larvicida utilizando a biomassa bacteriana das 21 

linhagens com os dados da amplificação dos genes Cry4Ba e BS-glu, foi observado que as 

linhagens - SPa09, R22, GD02.13 e BtAM06, apresentaram 100% de mortalidade sobre as 

larvas de Ae. aegypti, em todas as concentrações testadas em 24 horas. É interessante enfatizar 

que as quatro linhagens que apresentaram 100% de mortalidade nos bioensaios quantitativos, 

são as que amplificaram para o gene Cry4Ba (tabela 4). Contudo, a linhagem BtAM49 também  

apresentou 100% de mortalidade, porém, não foi confirmada a presença dos genes Cry4 e BS-

glu. 

A análise comparativa da atividade larvicida com a presença do gene BS-glu revelaram 

que a linhagem SBC2LB – B. thuringiensis, apresentou o referido gene, porém não mostrou 

atividade significativa na mortalidade das larvas nos bioensaios quantitativos.  

Além da presença do gene BS-glu na linhagem SBC2LB, a cepa padrão também mostrou 

amplificação para este gene. Assim, é interessante enfatizar que a linhagem Bti001 - B. 
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thuringiensis, utilizada como padrão neste estudo, apresentou 100% de mortalidade nos 

bioensaios quantitativos e foi confirmada a presença dos genes Cry4Ba e BS-glu (Tabela 4). 

 
Tabela 4: Linhagens com a presença e ausência de atividade larvicida e dos genes Cry4Ba e BS-glu. 

Linhagem 

Genes   Atividade larvicida 

      Concentração (mg/L) 

Cry4Ba BS-glu 
T. 

exp. 
133 66.6 33.3 16.6 8.33 4.16 

Bti001 + + 24h 100 100 100 100 100 100 

R22ISP2 + - 24h 100 100 100 100 100 100 

GDO2.13NA + - 24h 100 100 100 100 100 100 

BtAM06 + - 24h 100 100 100 100 100 100 

BtAM49LB - - 24h 100 100 100 100 100 100 

SPa09NA   24h 100 100 100 100 100 100 

SPa07NA + - 24h 64,7 62 40,3 40,3 25,3 5,3 
   48h 85,3 81,3 53,3 45,3 35,3 8 
   72h 97,3 93,3 84,6 72,7 40,6 13,3 

15PHA + - 24h 43,3 27,3 25,3 5,33 2 4 
   48h 55,3 45,3 34,7 22 22 18 
   72h 74,6 62 57,3 34,7 27,3 23,3 

*SPa04NA + -        

*SBC2 - +               

+ amplificou o gene; -, não amplificou o gene. 

*não apresentaram atividade nos bioensaios quantitativos. 

 

Soares et al. (2017), investigaram e confirmaram a presença  do  gene Cry4Ba em 

linhagens de B. thuringiensis isoladas de solos da região do cerrado, com potencial tóxico para 

larvas de Ae. aegypti .  Pereira et al. (2013) mostraram que duas linhagens de B. thuringiensis  

isoladas de solo foram tóxicas a larvas de A. aegypti e Culex quinquefasciatus, onde ambas 

apresentaram amplificação para os  genes inseticidas Cry e Cyt.  

Lobo et al. (2017) relataram a presença da atividade larvicida com a descrição de 

diferentes genes Cry e Cyt em 10 isolados de B. thuringiensis,  porém, nenhum dos genes foi 

observado na linhagem com maior toxicidade sobre as larvas de Ae. aegypti. No presente 

estudo, a presença do gene Cry4 foi observada em quatro linhagens que apresentaram os 

melhores resultados para atividade larvicida. Contudo, a presença dos dois genes Cry4 e BS-

glu foram observadas somente na linhagem padrão Bti001 - B. thuringiensis.  

Sendo assim, o controle biológico de insetos vetores com formulados à base de B. 

thuringiensis são efetivos, devido ao efeito sinérgico das proteínas Cry, Cyt e Chi (quitinase). 

Costa et al. (2010) avaliaram atividade tóxica de isolados de B. thuringiensis ao vetor Ae. 

aegypti e verificaram, por meio da técnica de PCR a presença de genes  Cry, Cyt e Chi 

(quitinase) que codificam proteínas inseticidas tóxicas a este mosquito. A maior frequência de 

genes obtidos foi para os genes Cry4Ba e Chi.  De maneira similar, Oliveira (2018) investigou 
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a presença de genes Chi em linhagens de Bacillus da região amazônica e os resultados 

mostraram a presença do gene Chi, em seis linhagens de bacilos. Porém, apenas uma linhagem 

apresentou atividade larvicida para Ae. aegypti. Estes estudos mostram que linhagens de 

Bacillus possui potencial larvicida, com a produção de diversas moléculas, incluindo enzimas 

hidrolíticas que podem estar envolvidas na degradação de substratos, presentes no intestino de 

insetos. 

Considerando a diversidade de genes Cry, diversos estudos mostram que B. 

thuringiensis pode apresentar um único gene Cry, enquanto outras podem apresentar um 

complexo de genes, onde a maior toxicidade ocorre com diferentes combinações de genes 

inseticidas (COSTA et al., 2010; XU et al., 2014; ELLEUCH et al., 2015). Além disso, as 

diferentes características fisiológicas de um entomopatógeno determinam sua virulência, como 

a produção de toxinas, enzimas, taxa de crescimento e multiplicação e ainda na suscetibilidade 

do inseto infectado (HABIB & ANDRADE, 1998).  

Neste trabalho, a linhagem SPa04NA, identificada como Brevibacillus laterosporus, 

representa uma nova linhagem do gênero Brevibacillus, isolada da região amazônica, com a 

presença de genes codificadores de proteínas CRY. Orlova et al. (1998) demonstraram que 

cristais purificados de B. laterosporus foram altamente tóxicos para larvas dos mosquitos Aedes 

aegypti, Anopheles stephensi e Culex pipiens. Os autores relatam que a atividade larvicida foi 

associada a esporos e inclusões cristalinas. 

Embora os resultados deste estudo demonstrem que linhagens de bacilos amazônicos 

apresentam potencial larvicida e presença de genes Cry e BS-glu, estudos adicionais são 

necessários para elucidar o mecanismo de ação destas moléculas, que podem estar envolvidas 

na patogenicidade de larvas de Ae. aegypti. 

 

3.4 Bioensaio quantitativo com biomassa bacteriana contra larvas de Ae. aegypti  

 

Na análise do potencial larvicida da biomassa bacteriana secretada pelos bacilos, foi 

realizado o bioensaio quantitativo, incluindo a cepa padrão B. thuringiensis israelensis. Do total 

de 21 linhagens testadas neste ensaio, sete ocasionaram mortalidade em larvas de Ae. aegypti, 

com valores superiores a 50% (Tabela 5). 

Em relação ao tempo de exposição de 24 horas, cinco linhagens R22ISP2 - Bacillus 

pumilus, GD02.13NA, BtAM49LB –B. thuringiensis, SPa09NA -  B. thuringiensis e BtAM06 

- B. thuringiensis - apresentaram 100% de mortalidade nas concentrações 133 mg/L, 66.6 mg/L, 

33.3 mg/L, 16.6 mg/L, 8.33 mg/L e 4.16 mg/L. O mesmo resultado foi observado para a 

https://translate.googleusercontent.com/translate_f#8
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#8
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linhagem padrão B. thuringiensis que apresentou 100% de mortalidade em todas as 

concentrações testadas. A linhagem SPa07 NA, ocasionou mortalidade acima de 50% em duas 

concentrações 133 mg/L e 66.6 mg/mL, com os valores de mortalidade de 64,66% e 62%, 

respectivamente. 

Após 48 horas a linhagem SPa07NA mostrou aumento da mortalidade nas  

concentrações 133 mg/L e 66.6 mg/L com 85,33 e 81,3%, respectivamente. A linhagem 

15PHAISP2 – B. safensis, ocasionou 55,3% de mortalidade, na concentração de 133 mg/L. 

Considerando o tempo de exposição de 72 h, a linhagem SPa07NA apresentou também 

aumento da mortalidade, nas concentrações  133 mg/L, 66.6 mg/mL, 33.3 mg/L, 16.6 mg/L, 

com 97,3, 93,3, 84,6, e 72,7% respectivamente. A linhagem 15PHAISP2 demonstrou 

mortalidade acima de 50% em três concentrações: 133 mg/L, 66.6 mg/L e 33.3 mg/L, com os 

valores de 74,6, 62 e 57,33%, respectivamente (Tabela 5).  

 
Tabela 5: Percentual de mortalidade das larvas expostas à biomassa bacteriana secretada por bacilos 

Biomassa microbiana + H2O estéril          

Linhagem 

  

T. exp. 

  Concentração (mg/L)     

 133   66.6   33.3   16.6   8.33   4.16   C 

Bti001 24h  100  100  100  100  100  100  

0 (Cepa padrão) 48h  -  -  -  -  -  -  

 72h  -  -  -  -  -  -  
                
R22ISP2 24h  100  100  100  100  100  100  

0  48h  -  -  -  -  -  -  

 72h  -  -  -  -  -  -  
                
GDO2.13NA 24h  100  100  100  100  100  100  

0  48h  -  -  -  -  -  -  

 72h  -  -  -  -  -  -  
                
BtAM06 24h  100  100  100  100  100  100  

0  48h  -  -  -  -  -  -  

 72h  -  -  -  -  -  -  
                
BtAM49LB 24h  100  100  100  100  100  100  

0  48h  -  -  -  -  -  -  

 72h  -  -  -  -  -  -  
                
SPa09NA 24h  100  100  100  100  100  100  

0  48h  -  -  -  -  -  -  

 72h  -  -  -  -  -  -  
                
SPa07NA 24h  64,7  62  40,3  40,3  25,3  5,3  

0  48h  85,3  81,3  53,3  45,3  35,3  8  

 72h  97,3  93,3  84,6  72,7  40,6  13,3  
                
15PHA 24h  43,3  27,3  25,3  5,33  2  4  

0  48h  55,3  45,3  34,7  22  22  18  

  72h   74,6   62   57,3   34,7   27,3   23,3   

Legenda = T. exp = tempo de exposição; Cont = controle. 

 

 Os resultados obtidos neste estudo demonstram que sete linhagens de bacilos foram 

promissoras nos ensaios com a biomassa bacteriana, onde cinco causaram100% de mortalidade, 

em 24horas de exposição. 
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Diversos estudos vêm demonstrando o potencial de espécies do gênero Bacillus, devido 

às moléculas secretadas por estas linhagens bacterianas, com toxicidade a diferentes ordens de 

insetos vetores. Lobo et al. (2017) identificaram isolados de B. thuringiensis de solo com 

potencial tóxico para larvas de Ae. aegypti, das quais três isolados apresentaram potencial 

larvicida. De maneira similar, Soares et al. (2015) relataram o potencial de isolados de B. 

thuringiensis de diferentes ambientes amazônicos no controle dos vetores Ae. aegypti. 

Além da espécie B. thuringiensis, estudos relatam que Brevibacillus laterosporus 

produzem moléculas tóxicas em larvas e adultos de Chrysomya putoria (PEREIRA et al., 2018). 

Garcia-Ramon et al., (2016) avaliaram o potencial de Bacillus subtillis 15.1, que mostrou-se 

ativa contra Ceratitis capitata, os resultados mostraram  a presença de  corpos de inclusão 

paraesporais produzidos por esta espécie.  

No presente estudo, as linhagens BtAM06, GD02.13, SPa09, 15PHA e R22 que 

apresentaram atividade larvicida, em menos de 24horas de exposição nos testes com biomassa 

bacteriana, apresentaram amplificação para o gene Cry4Ba. A mortalidade das larvas, em um 

curto intervalo de tempo quando expostas a biomassa bacteriana, pode ser explicado pela 

ingestão de moléculas tóxica e esporos pelas larvas, dentre outros fatores desconhecidos. 

Estudos relatam que larvas de Ae. aegypti se alimentam de  partículas sólidas das superfícies 

do meio líquido, que podem estar presentes diversos microrganismos ativos como bactérias e 

fungos (WALKER et al., 1998; MUNIARAJ et al., 2012; SOUZA, 2016). Sendo assim, a 

biomassa bacteriana exposta às larvas, podem conter esporos e metabólitos secretados por 

bactérias, ainda desconhecidos. O presente estudo mostram informações do potencial larvicida 

de linhagens de bacilos isolados de ambientes naturais, porém, é necessário investigar as 

moléculas envolvidas na patogenicidade, das larvas, para melhor compreensão de seu 

mecanismo de ação.  

Assim, uma das características que leva à utilização de bactérias entomopatogênicas, para 

o controle de insetos vetores, é o seu mecanismo de infecção. Os fatores que determinam a 

virulência de um determinado entomopatógeno dependem diretamente das suas diferentes 

características fisiológicas, como a produção de toxinas, enzimas, taxa de crescimento e 

multiplicação, além da suscetibilidade do inseto infectado (HABIB & ANDRADE, 1998; 

BRAVO et al., 2007). Deste modo, as delta-endotoxinas são bastantes conhecidas devido à alta 

toxicidade que exibem a uma variedade de insetos-alvo. O modo de ação das delta-endotoxinas 

inicia-se pela ingestão das mesmas pelas larvas suscetíveis, posteriormente são solubilizadas 

pelo pH alcalino, no intestino da larva e liberadas como pró–toxinas que serão ativadas por 

proteinases e convertidas em mais de um polipeptídio tóxico que se ligam a receptores das 
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microvilosidades intestinais, formando poros e desestabilizando o gradiente osmótico, levando 

à morte das larvas (SCHNEPF et al., 1998 ; BRAVO et al., 2007).  

Estudos relatam que as misturas de cristais e esporos são mais patogênicas do que 

cristais sozinhos.  Sendo assim, as delta-endotoxinas paralisam o intestino do inseto, retêm os 

esporos, destroem a parede do intestino e o conteúdo intestinal, misturam-se com a hemolinfa, 

reduzindo o pH, onde fornecem nutrientes necessários para a germinação dos esporos.  O inseto 

morto serve como substrato e alimento para o crescimento vegetativo das bactérias 

(KNOWLLES, 1994). Zambolim (2009) enfatiza que a esporulação é um mecanismo de 

resposta das células a condições desfavoráveis com a produção de esporos. Assim, a 

esporulação é estimulada pela falta de nutrientes, induzindo uma série de mudanças 

morfológicas e fisiológicas do microrganismo.  

Neste sentido, a toxicidade de algumas bactérias entomopatogênicas pode ocorrer 

devido às interações sinérgicas entre proteínas CRY com outras moléculas associadas à 

patogenicidade de insetos. Além disso, os esporos podem estar associados a estas toxinas 

ocasionando um efeito tóxico mais eficiente às larvas destes mosquitos (SCHNEPF et al., 1998; 

VILAS-BOAS et al., 2012).  

Além das proteínas CRY, as exoenzimas produzidas por espécies de Bacillus também 

contribuem com patogenicidade de insetos. Diversos estudos demonstram que enzimas são 

produzidas pela bactéria e auxiliam na ruptura da membrana peritrófica favorecendo o acesso 

das delta–endotoxinas ao epitélio intestinal (SAMPSON & GOODAY, 1998; LIMA, 2010; 

GALZER & AZEVEDO-FILHO, 2016). 

 Estudos mostraram que o sinergismo entre diferentes toxinas e a ligação à membrana apical 

das larvas é essencial para que ocorra uma melhor toxicidade. Elleuch et al. (2015), relataram 

que toxinas Cry4, específicas a dípteros e as toxinas citolíticas (Cyt) de B. thuringiensis 

israelensis  atuam em sinergismo, com consequente aumento da atividade larvicida.  Apesar da 

elucidação em diversos estudos do mecanismo de ação de certas proteínas inseticidas, na 

patogenicidade de insetos, não se conhece, o modo de ação das moléculas secretadas pelas 

linhagens do presente estudo. Há necessidade de estudos adicionais, com ênfase no isolamento 

e caracterização de toxinas, para confirmar a molécula responsável pela toxidade as larvas deste 

mosquito. 
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3.4.1 Atividade larvicida da biomassa bacteriana lisada  

 

Neste experimento, a biomassa bacteriana foi tratada com calor e, em seguida 

adicionada em água destilada, com objetivo de avaliar o potencial larvicida.   

Analisando os resultados de 24 horas, observou-se que duas linhagens SPa09NA – B. 

thuringiensis e BtAM49LB - B. thuringiensis -  apresentaram mortalidade inferior a 20%.  Após 

este intervalo de tempo, não ocorreu aumento significativo da atividade larvicida. Entretanto, a 

linhagem R22ISP2 – B. pumilus não mostrou atividade no intervalo de 24 e 48 horas, porém 

em 72 horas de exposição, atividade foi de 100 % de mortalidade na concentração 133 mg/L e 

nas concentrações 66.6 mg/L, 33.3mg/L, 16.6mg/L, 8.33mg/L, 4.16 mg/l, o percentual foi de 

98.6, 98.6, 98.3, 94.6 e 90% de mortalidade, respectivamente (Figura 5). 

 

Figura 5: Percentual de mortalidade das larvas expostas à biomassa bacteriana autoclavada da linhagem R22 

 
 

Com relação aos resultados analisados para a linhagem R22ISP2, foi possível observar 

que nos ensaios com a biomassa bacteriana, o percentual de mortalidade foi de 100% em todas 

as concentrações testadas, em 24 horas de exposição. No ensaio com biomassa autoclavada a 

mortalidade foi de 90 a 100 % de mortalidade, em 72horas de exposição.  

Estes resultados mostram que as diferentes linhagens de bacilos podem apresentar 

diferenças ao nível da expressão de moléculas ativas, na patogenicidade de larvas suscetíveis.  

Embora a natureza e o modo de ação das moléculas presentes na biomassa bacteriana sejam 

desconhecidos, a atividade destas linhagens pode ser devido à ingestão pelas larvas de 

moléculas termoestáveis liberados pelas células bacterianas rompidas. Além disso, os esporos 

podem contribuir na virulência destas linhagens, devido apresentarem resistência à alta 

temperatura, uma vez que a biomassa bacteriana foi submetida ao calor. Neste contexto, existem 

diversos fatores que podem contribuir para síntese de moléculas tóxicas por bactérias. O 
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excesso ou ausência de nutrientes com consequente estresse pode induzir o desenvolvimento 

de mecanismos de resistência e adaptação, como por exemplo, produção de esporos, toxinas, 

antibióticos e enzimas hidrolíticas (ELLEUCH et al, 2015; DEWI et al., 2016; RICOLDI et al., 

2018).   

Algumas linhagens apresentaram menor patogenicidade, contra larvas do Ae. aegypti, 

como indicado pelas baixas taxas de mortalidade, este fato pode ser devido a diferenças na 

capacidade de produzir compostos entre diferentes isolados de Bacillus. Entretanto, as bactérias 

que ocasionaram um alto percentual de mortalidade em larvas de Ae. aegypti, em um curto 

intervalo de tempo possuem vantagens e podem ser utilizadas no controle biológico, além disso, 

são inócuas para os seres humanos. Diante disso, estudos são necessários na identificação e 

caracterização do princípio ativo secretado por estas linhagens, para elucidar os mecanismos de 

ação que ocorrem nas larvas testadas. 

 

4 CONCLUSÃO  

Caracterização fenotípica e molecular 

✓ As vinte uma linhagens bacterianas utilizadas neste estudo, foram caracterizadas 

como, bacilos gram positivo. 

✓ Foram identificadas 20 linhagens bacterianas, correspondendo a cinco gêneros - 

Bacillus, Brevibacillus, Brevundimonas, Serratia e Achromobacter - onde Bacillus foi o 

gênero mais representativo.  

Caracterização gênica 

✓ Seis linhagens de bacilos isolados da região amazônica apresentaram amplificação 

para o gene Cry4Ba e, duas linhagens para o gene BS-glu. 

✓ As linhagens de bacilos, que apresentaram os melhores resultados para atividade 

larvicida são as que amplificaram para o gene Cry4Ba.  

✓ A linhagem B. thuringiensis utilizada como padrão nesse estudo, apresentou 

atividade larvicida e foi confirmada a presença dos genes Cry4Ba e BS-glu. 

Atividade larvicida 

✓ Do total de 21 linhagens avaliadas nos bioensaios quantitativos com a biomassa 

bacteriana, sete linhagens apresentaram potencial larvicida e uma linhagem apresentou 

atividade utilizando a biomassa autoclavada. 
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