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RESUMO

MACIEL, Rodrigo Mendes Antunes Maciel. Patogenicidade de Bacillus
thuringiensis para Alphitobius diaperinus Panzer 1797 (Coleoptera:
Tenebrionidae) em condi¢cbes de laboratério e semi-campo. 2019. 49 f.
Dissertacao (Mestrado em Zootecnia) Universidade Tecnolégica Federal do Parana.
Dois Vizinhos, 2019.

Alphitobius diaperinus € a principal praga de aviarios de corte em todo o mundo e o
seu controle é realizado, predominantemente com inseticidas quimicos sintéticos, os
quais sao prejudiciais as aves e ao ambiente, além da baixa eficiéncia de controle
sendo, entretanto, a Unica disponivel. O controle biolégico com Bacillus thuringiensis
pode ser uma alternativa viavel, toxicoldgica e ecotoxicolégicamente mais segura para
o controle de A. diaperinus. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
patogenicidade de linhagens de B. thuringiensis sobre larvas e adultos de A.
diaperinus, em condi¢Bes de laboratdrio e semi-campo e determinar o perfil genético
destas. Na avaliag&o in vitro foram utilizadas as linhagens Br 12, Br 58, Br 67, Br 80,
Br 137 e Br 138 a 3x10%8 UFC/mL? (tratamentos), em dois bioensaios (larvas e
adultos). Para tal, foram misturados 10 mL de cada tratamento em 20g de racao de
frango e particionados em oito placas (repeticdes) de 12 pocos, sendo que cada poco
recebeu uma larva de quarto instar. No bioensaio com adultos as repetices
constaram de placas de Petri com 12 insetos cada, totalizando 96 insetos por
tratamento em cada bioensaio. As placas foram acondicionas em camara climatizada
e 0 numero de insetos mortos quantificado ao longo de 10 dias. Para o bioensaio de
semi-campo foram utilizadas as mesmas linhagens, exceto a Br 80 e Br 138. Para tal,
foi preparada uma mistura de cama de aviario e racéo de frango em caixas plasticas
- unidades experimentais (UE), que recebeu 40 insetos (20 larvas de quarto instar e
20 adultos) cada e, entéo pulverizados 3 mL de cada tratamento sobre a cama. As UE
foram alocadas em ambiente climatizado e a avaliagdo ocorreu ao 7° e 10°, dias,
guantificando-se o0s insetos mortos. As linhagens foram submetidas a PCR e posterior
corrida de Eletroforese em gel de agarose para determinar o perfil genético. Nos testes
in vitro as linhagens Br 12, Br 58, Br 67 e Br 137 causaram mortalidade acumulada
para larvas de A. diaperinus, respectivamente de 65,6%, 66,6%, 66,6%, e 69,7%,
diferindo significativamente da testemunha (26,0%). Na avaliacdo ao longo do tempo
a mortalidade causada pelas linhagens foi significativa somente no periodo de 96-144
horas, Br 67 (32,2%) e Br 80 (30,2%), e no periodo de 168-216 horas a linhagem Br
137 (31,2%). No bioensaio com adultos de A. diaperinus, somente a linhagem Br 58
causou mortalidade acumulada significativa (35, 4%), o que nao foi verificado nas
avaliacdes ao longo do tempo em nenhum dos tratamentos. No bioensaio de semi-
campo nenhuma das linhagens testadas causou mortalidade significativa para larvas
ou adultos de A. diaperinus. Com relacéo ao perfil genético foram encontrados genes
codificadores para as toxinas Cry4 e CrylO, caracterizando as linhagens como
subespécie israelensis. As linhagens de B. thuringiensis subespécie israelensis séo
patogénicas para larvas de A. diaperinus em condi¢cbes de laboratorio. Para a
utilizagdo de B. thuringiensis em campo, sao necessarios estudos visando
desenvolver estratégias de inser¢cdo no manejo das populacdes desta espécie.

Palavras-chave: Cascudinho de aviario; Controle Biolégico; Bactéria
Entomopatogénica.



ABSTRACT

MACIEL, Rodrigo Mendes Antunes Maciel. Pathogenicity of Bacillus thuringiensis
for Alphitobius diaperinus Panzer 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae) in
conditions laboratory and semi-field. 2019. 49 p. Dissertation (MSc in Zootecnia).
Federal University Technology — Parana. Dois Vizinhos, 2019.

Alphitobius diaperinus is the main pest of cut aviaries worldwide and its control is
carried out, predominantly with synthetic chemical insecticides, which are harmful to
birds and the environment, in addition to the low control efficiency, being the only
available one. Biological control with Bacillus thuringiensis may be a viable,
toxicological and ecotoxicologically safer alternative for the control of A. diaperinus.
Thus, the objective of this work was to evaluate the pathogenicity of B. thuringiensis
strains on larvae and adults of A. diaperinus under laboratory and semi-field conditions
and to determine the genetic profile of B. thuringiensis strains. In the in vitro evaluation,
the strains Br 12, Br 58, Br 67, Br 80, Br 137 and Br 138 were used at 3x108 UFC /
mL-1 (treatments), in two bioassays (larvae and adults). To do this, 10 mL of each
treatment were mixed in 20g of chicken feed and partitioned into eight 12-well plates
(replicates), with each well receiving a fourth-instar larvae. In the adult bioassay the
replicates consisted of Petri dishes with 12 insects each, totaling 96 insects per
treatment in each bioassay. The plates were conditioned in an air-conditioned room
and the number of dead insects quantified over 10 days. For the semi-field bioassay,
the same strains were used, except Br 80 and Br 138. A mixture of poultry litter and
chicken ration was prepared in plastic boxes - experimental units (UE), which received
40 insects (20 instar larvae and 20 adults) each and then sprayed 3 ml of each
treatment on the bed. The EU was allocated in an air-conditioned environment and the
evaluation took place on the 7th and 10th days, quantifying the dead insects. The
strains were submitted to PCR and subsequent run of Electrophoresis in agarose gel
to determine the genetic profile. In the in vitro tests the Br 12, Br 58, Br 67 and Br 137
lines caused accumulated mortality for A. diaperinus larvae, 65.6%, 66.6%, 66.6% and
69.7%, respectively, differing significantly from the control (26.0%). In the evaluation
over time the mortality caused by the strains was significant only in the period of 96-
144 hours, Br 67 (32.2%) and Br 80 (30.2%), and in the period of 168-216 hours the
lineage Br 137 (31.2%). In the adult bioassay of A. diaperinus, only the Br 58 strain
caused significant accumulated mortality (35, 4%), which was not verified in the
evaluations over time in any of the treatments. In the semi-field bioassay none of the
tested strains caused significant mortality for larvae or adults of A. diaperinus.
Regarding the genetic profile, coding genes for the Cry4 and Cry10 toxins were found,
characterizing the strains as subspecies israelensis. The strains of B. thuringiensis
subspecies israelensis are pathogenic to larvae of A. diaperinus under laboratory
conditions. For the use of B. thuringiensis in the field, studies are needed to develop
strategies of insertion in the management of the populations of this species.

Keywords: Lesser Mealworm; Biological Control; Entomopathogenic Bacteria
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil atualmente destaca-se no ramo da avicultura de corte, como terceiro
maior produtor e maior exportador de carne de frango (ABPA ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2017). O marco inicial da avicultura comercial
brasileira ocorreu em 1970, com o sistema de integracdo, o qual gerou avancos de
ambito, genético, estrutural, sanitario e logistico, estas melhorias resultaram em
aumento produtivo (CIELO; JUNIOR; RIBEIRO, 2017).

Em contrapartida, a evolugdo constante e a pressao para o aumento produtivo
resultaram em alguns efeitos indesejaveis, como a alta incidéncia de insetos-praga,
que acometem a avicultura. O principal inseto que preocupa a atividade é Alphitobius
diaperinus Panzer 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae), pois causa danos sanitarios,
estruturais e nutricionais (JAPP; BICHO; SILVA, 2010). Inicialmente descrito como
praga secundaria de graos armazenados, este inseto é cosmopolita e acredita-se que
foi disseminado na avicultura comercial por meio da ragao fornecida aos animais.

Nos aviarios, A. diaperinus encontrou ambiente favoravel para reproducao e
aumento populacional, como umidade, temperatura e abundancia de alimento, o que
se torna um entrave para o seu controle. O inseto possui ciclo holometabdlico com
duracdo média de 45 dias, podendo se estender até 400 dias, em condi¢cdes adversas
para o seu desenvolvimento (SILVA; HOFF; DOYLE, 2005).

O controle quimico sintético é majoritariamente utilizado na avicultura, todavia
este ndo tem sido eficiente no controle de A. diaperinus, a ineficiéncia faz com que
seja aumentado o0 uso dos produtos, resultando em populacdes resistentes (ALVES
et al., 2017). Outra problematica desse método de controle sdo o0s impactos
ambientais e a toxicidade as aves e humanos devido ao potencial residual e
ecotoxicidade referente aos produtos, além da impossibilidade de utiliza-los durante o
periodo de alojamento das aves. Nesse contexto, afirma-se a necessidade de
desenvolver estratégias de controle, mais efetivas e sustentaveis, como a utilizacao
do controle biolégico com Bacillus thuringiensis.

As bactérias entomopatogénicas sdo uma potencial alternativa para utilizagédo
na avicultura comercial, devido ao seu modo de acdo, rapido e especifico
(CASTAGNOLA; STOCK, 2014). O potencial inseticida de B. thuringiensis é oriundo,
principalmente, de cristais que contém proteinas toxicas Cry, a principal forma de

identificacdo de subespécies de B. thuringiensis quanto a sua especificidade e



toxicidade as ordens de insetos. As subespécies mais conhecidas kurstaki
(Lepidoptera), israelensis (Diptera) e tenebrionis (Coleoptera) (BEEGLE;
YAMAMOTO, 1992), as quais séo ingredientes ativos de diversos produtos utilizados
para o controle de diversos insetos-praga..

Apesar da especificidade definida pelas toxinas Cry de B. thuringiensis ja
citada anteriormente, algumas linhagens sédo capazes de sintetizar mais de um tipo
de toxina Cry além de toxinas Cyt, conferindo-lhes maior espectro de acdo ou
eficiéncia. Alguns trabalhos tem evidenciado efeitos de toxinas Cry da subespécie
israelensis (toxica para dipteros) contra coledpteros (MARTINS et al., 2007; MENDEZ-
LOPEZ; BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003; MONNERAT et al., 2012; ZORZETTI et al.,
2018).

A capacidade de linhagens de B. thuringiensis subespécie israelensis para
controlar insetos de mais de uma ordem, combinada a patogenicidade, proporciona
uma eficaz ferramenta de controle de insetos. Além disso, 0s pré-requisitos para o
modo de acdo da bactéria, como alcalinidade do trato digestério do organismo alvo,
conferem seguridade para mamiferos e outros organismos ndo-alvos, 0s quais nao
possuem trato digestério alcalino. Estas caracteristicas tornam B. thuringiensis uma
alternativa viavel para a utilizacao dentro de aviarios para o controle de A. diaperinus,
principalmente pelo fato das medidas de controle aplicadas atualmente nos aviarios
nao atingirem o objetivo almejado de reduzir a populacdo do inseto em questdo. Nesse
sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a patogenicidade de linhagens de B.
thuringiensis subespécie israelensis sobre larvas e adultos de A. diaperinus e

determinar o perfil genético destas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AVICULTURA

A domesticacdo de quatro racas de aves do sul da Asia Oriental ha mais de
2000 anos é considerada o marco inicial da avicultura, atividade voltada para
producédo de produtos e subprodutos alimenticios advindos das aves. No ano de 1807
€ implementada a avicultura industrial com o propoésito de producéo e comercializagédo
de carne e ovos em cadeia, aplicando-se entdo, padrdes nas areas de nutricao,
sanidade e tecnologia (WOOD-GUSH, 1959).
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A avicultura no Brasil € concomitante com a descoberta do pais pelos
portugueses, todavia a avicultura industrial de corte foi implantada no pais somente
por volta de 1930, utilizando aves puras ou caipiras, que eram comercializadas vivas.
Somente em 1970 ocorreu a implantacédo do sistema de integragcao, visando adotar
estratégias para melhorar e padronizar a producédo de carne de frango nos aspectos
genético, sanitario e de manejo (MACARI et al., 2014).

A implantacdo do sistema de integracdo marca a importacdo de linhagens
hibridas com caracteristicas para produgéo de carne, assim como a padroniza¢do na
nutricdo ofertada as aves, protocolos sanitarios que garantem qualidade no produto
final e logistica para atender a demanda do mercado interno e externo. O sistema de
integracao implantado em 1970 vigora, até os dias atuais, em evolu¢éo constante em
todos os aspectos citados anteriormente, garantindo sucesso na cadeia produtiva
(MACARI et al., 2014; CIELO; JUNIOR; RIBEIRO, 2017). A utilizacao das estratégias
adotadas no sistema de integracdo consagrou o Brasil como segundo maior produtor
de carne de frango, ficando atras somente dos Estados Unidos, e como o principal
mercado exportador, atendendo os mais variados mercados consumidores (ABPA
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2017).

Apesar dos numeros e informacgBes técnicas citadas anteriormente que
consagram a atividade avicola de corte no ambito nacional, a pressdo por
produtividade aumenta a densidade de animais ho mesmo local e diminui o intervalo
entre lotes, o que, consequentemente, resulta em efeitos adversos, como o0 aumento
de insetos-praga dentro do aviario. O principal inseto-praga que acomete a atividade
avicola de corte € Alphitobius diaperinus Panzer 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae), o
qual causa inumeros danos de a&mbito sanitério, estrutural e nutricional (JAPP; BICHO;
SILVA, 2010).

2.2 Alphitobius diaperinus PANZER 1797 (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE)

Alphitobius diaperinus, vulgarmente conhecido como cascudinho de aviério, &
um besouro que possui ciclo holometabdlico, com durag&o do periodo ovo - adulto de
30 a 80 dias (RUMBOS et al., 2018). Trés dias ap06s a copula inicia-se a oviposicao,
com a ecloséo ocorrendo a partir do quinto dia apos a oviposi¢ao.

Os ovos possuem coloracgéo branca brilhante, com comprimento médio de 1,8

mm. As larvas sdo elateriformes, de coloracdo leitosa até terceiro instar e
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posteriormente marrom, possuem aparelho bucal mastigador, corpo alongado, afilado,
com comprimento de 10,33 mm podendo chegar a 13,83 mm (CHERNAKI; ALMEIDA,
2001). O periodo larval é divido comumente em oito instares podendo estender-se até
11, com duragdo variavel de um até sete meses (FRANCISCO; PRADO, 2001).
Previamente ao empupamento, as larvas adentram o solo ou se mobilizam para
ranhuras presentes na estrutura do aviario, onde empupam e, por volta do quinto dia
ocorre a emergéncia dos adultos. A fase adulta pode durar aproximadamente um ano
e, nesse periodo as feméas ovipositam até 1800 ovos.

J& os adultos possuem corpo em forma oval e apresentam coloracdo marrom
escuro brilhante, com tamanho variando de 6 mm a 6,83 mm (CHERNAKI; ALMEIDA,
2001). Da mesma forma como nas larvas, seu aparelho bucal é do tipo mastigador,
constituido por mandibulas robustas, assimétricas e com dois dentes apicais que
causam danos fisicos as instalacbes (GALLO et al., 2002).

O ciclo apresentado ocorre em condicdes ideais com temperaturas oscilando
de 15 a 38°C, porém, em condi¢cdes adversas o ciclo pode durar até 400 dias
(RUMBOS et al.,, 2018; SILVA; HOFF; DOYLE, 2005). Considerado praga de
distribuiciio cosmopolita, A. diaperinus é originario de regides temperadas da Africa
ocidental e inserido mundialmente em sistemas de producao pecudria, principalmente
na avicultura comercial, através de graos armazenados ou migrando de culturas
vizinhas (JAPP; BICHO; SILVA, 2010; SALIN et al., 2000). O desenvolvimento da
avicultura comercial gerou local propicio para a proliferacdo deliberada de A.
diaperinus, oferecendo local com temperatura, umidade e luminosidade adequada
para o desenvolvimento do inseto, 0 que resultou em prejuizos para a avicultura
comercial (DA SILVA SOARES; WEBER; SCUSSEL, 2018; ZORZETTI et al., 2015).

Os danos causados por A. diaperinus podem ser divididos em sanitarios,
nutricionais e estruturais. Sanitarios, pela capacidade do inseto em ser vetor de
patdgenos para as aves e humanos, como bactérias, fungos, virus e protozoarios,
nutricionais, danos nutricionais considerando a preferéncia das aves pelo consumo do
inseto em relac&o a racdo balanceada, gerando déficit no crescimento do animal. Ja
os danos estruturais ocorrem, pois, no ultimo instar larval, este procura fendas para
empupar, causando danos na sustentacdo e nos equipamentos dos aviarios (ARENA
et al., 2018; CHERNAKI; ALMEIDA, 2001; DA SILVA SOARES; WEBER; SCUSSEL,
2018; PARK et al., 2014; SINGH; JOHNSON, 2015).
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Os danos supracitados evidenciam a necessidade de planejar estratégias de
controle que atuem de forma eficiente para a regulacao da populacédo de A. diaperinus.
A estratégia de controle predominante atualmente baseia-se na utilizacdo de
inseticidas sintéticos, com variados principios ativos, destacando-se piretréides,
carbamatos e organofosforados (ALVES et al., 2017; GARG et al., 2004; ZORZETTI
et al., 2015), todos neurotéxicos e que séo aplicados no intervalo entre lotes, durante
0 amontoamento da cama para que ocorra a fermentacdo da mesma (WOLF et al.,
2015).

A utilizacdo deste método de controle ndo tem sido eficiente e tem resultado
em populacdes de A. diaperinus resistentes aos principios ativos utilizados na
atividade avicola. Além de nédo poder ser utilizado durante periodo de alojamento das
aves por ser danoso a saude dos animais e deixar residuos na carne a ser
comercializada (LAMBKIN; FURLONG, 2014; TOMBERLIN; RICHMAN; MYERS,
2008). Dessa forma é necessaria, a utilizacdo e/ou associacdo com outros métodos
de controle tais como cultural, fisico, alternativo e biolégico.

O controle cultural de pragas na avicultura € a adogcdo de um conjunto de
medidas estruturais e sanitarias. Inicia-se com detalhes pertinentes a construcao do
aviario e com a utilizacdo constante de medidas profilaticas, com enfoque na
eliminacao de residuos que possam colaborar para a proliferacdo de A. diaperinus
(AVILA et al., 2007). Por sua vez, o manejo de temperatura e umidade, principalmente
no substrato utilizado nos pisos dos aviarios comerciais, € definido como forma de
controle fisico, utilizando-se temperaturas e niveis de umidade desfavoraveis para o
completo desenvolvimento de A. diaperinus (CHERNAKI; ALMEIDA, 2001; GAZONI
et al.,, 2012; WOLF et al., 2015).

A utilizacdo de métodos de controle alternativos aos existentes no mercado,
como extratos ou 6leos de plantas com potencial inseticida € uma estratégia que pode
contribuir para a eficiéncia de controle de A. diaperinus (MARCOMINI et al., 2009).
Outros métodos alternativos s&o os condicionadores de ambiente como terra
diatoméacea, cal virgem ou hidratada, gesso agricola entres outros, que agem
diretamente na epicuticula do inseto, rompendo a membrana lipidica que o recobre o,
causando a morte do mesmo por desidratagéo (JAPP; BICHO; SILVA, 2010; WOLF
et al., 2014).

Um outro método de controle que tem ganhado cada vez mais destaque e que

pode contribuir ambientalmente de forma menos agressiva para o controle de A.
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diaperinus € o controle biologico (CB). Com a utilizacdo de fungos (ALVES et al.,
2015), nematoides (DEL VALLE et al., 2016) e bactérias entomopatogénicas (HUA;
PARK; ADANG, 2014; PARK et al., 2014).

2.3 CONTROLE BIOLOGICO DE INSETOS-PRAGA

Em geral todo inseto em seu ambiente natural possui inimigos naturais, de
forma que em um ecossistema equilibrado, quando ocorre aumento da populacéo de
inseto presa, concomitantemente aumenta a populacdo do inimigo natural (ALTIERI,
1999). O CB em definicdo é a utilizacdo e ou aplicacdo deste fendbmeno natural para
o controle de um inseto considerado praga, contribuindo para a supressdo da
populacdo da praga a niveis que ndo ocasionem danos no ambiente ou cultura onde
se encontra (BALE; VAN LENTEREN; BIGLER, 2008).

Didaticamente o CB € dividido em quatro classes: natural, conservativo,
classico e aplicado. O CB natural consiste no fenbmeno natural de ocorréncia de
iINnimigos naturais que ocorrem no ambiente, sem que haja nenhuma interferéncia
humana, ao passo que o CB conservativo baseia-se na tomada de medidas para a
conservacdo dos inimigos naturais presentes no ambiente e regulacdo das
populacdes de pragas (BALE; VAN LENTEREN; BIGLER, 2008; VAN LENTEREN et
al., 2018). Ja o CB cléassico é definido como utilizacdo de agentes bioldgicos exdéticos
(importacdo dos ambientes de origem) para o controle de eventuais pragas exéticas
(BALE; VAN LENTEREN; BIGLER, 2008; VAN LENTEREN, 2012). Por sua vez o CB
aplicado é uma estratégia que consiste na producado massal de agentes de controle e
sua utilizacao e aplicacao diferindo das outras estratégias de CB, principalmente pelo
modo de aplicacdo, que neste caso, assemelha-se as aplicagbes convencionais de
produtos sintéticos para o controle da praga. Os agentes de controle biolégico sdo os
entomoéfagos (predadores e parasitoides) ou entomopatégenos (virus, fungos,
nematoides e bactérias), (BALE; VAN LENTEREN; BIGLER, 2008; BRAR et al., 2006;
VAN LENTEREN et al., 2018).

Os registros do emprego do controle biolégico sdo datados no século Ill, na
China, com a utilizagdo de formigas para controlar pragas de pomares de citrus.
Contudo, o marco da utilizacdo do controle biolégico classico se deu em 1888 na
California, com a utilizacdo de besouros Rodolia cardinalis, 1850 (Mulsant)

(Coleoptera: Coccinellidae) para controlar a cochonilha Icerya purchasi Maskell, 1878
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(Hemiptera: Monophlebidae), tornando assim a Califérnia o berco do controle biologico
(PARRA, 2014). Um século apds o marco inicial do controle biolégico na Califérnia,
ocorre o programa considerado o mais bem-sucedido do mundo, na Africa, utilizando
o parasitoide Apoanagyrus lopezi De Santis 1964 (Hymenoptera: Encyrtidae) para
controlar Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero, 1977 (Hemiptera: Pseudococcidae)
gque acometia as plantagcdes de mandioca. Em 1981 foi realizada a soltura dos
parasitoides na Nigéria e rapidamente espalhou-se pelos paises vizinhos realizando
o controle do inseto-praga (BALE; VAN LENTEREN; BIGLER, 2008; VAN
LENTEREN; BUENO, 2003). O sucesso do CB em todo mundo foi continuado em
diversos programas. No mesmo periodo do inicio da utilizacdo do CB na Califérnia,
na Russia era utilizado Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. para o controle de
besouros que acometiam diversos cultivos de importancia econdomica (VAN
LENTEREN et al., 2018).

A utilizacdo do CB foi continuada até o surgimento de inseticidas sintéticos,
principalmente Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), em meados da década de 1940,
periodo considerado a era dos inseticidas sintéticos que durou até metade da década
de 1960. Nesta década foram evidenciados os problemas acarretados pelo uso do
DDT, como eliminacao de inimigos naturais, resultando no ressurgimento de pragas
primarias e pragas secundarias tornaram-se primarias. Além da selecdo de
populacdes resistentes e, principalmente, os danos ambientais (KOGAN, 1998). Apés
este periodo o CB ressurge como uma das principais alternativas para o controle de
insetos-praga.

A utilizacdo do CB passou por aumento significativo a partir da década de
1970, passando de fabricacdo caseira para fabricacéo industrial, a padronizacao de
protocolos e investindo em tecnologia, resultando em incremento no nuimero de
agentes de controle utilizados no mundo (BRAR et al., 2006; VAN LENTEREN;
BUENO, 2003). O avanco na utilizagdo do CB ocorreu até a o final da década de 1990,
guando ocorreu uma estagnagcao no seu desenvolvimento, resultante da burocracia
para a criacdo ou formulacdo de novos produtos. Tal fendmeno redirecionou as
pesquisas, principalmente para as espécies nativas, assim diminuindo a necessidade
de tramites legais, bem como estimulou-se os estudos e formulacdes de produtos a
base de entomopatdgenos (HATT et al., 2018; VAN LENTEREN et al., 2018).

A utilizagdo de entomopatogenos no CB no Brasil é mais discreta, porém

apresenta casos de sucesso, tais como a utilizacdo do fungo entomopatogénico M.
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anisopliae para o controle de Mahanarva fimbriolata Stal 1854 (Hemiptera:
Cercopidae) no cultivo de cana-de-acucar e também a utilizacdo de virus da
poliedrose nuclear para o controle de Anticarsia gemmatalis Huebner, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae) em plantacdes de soja (HATT et al., 2018; PARRA, 2014).
Apesar dos poucos programas de CB com a utilizacdo de entomopatdégenos,
atualmente sdo produzidos e comercializados, produtos a base fungos
entomopatogénicos, virus, nematoides e bactérias, para controlar insetos-pragas de
diversas ordens, colocando os entomopatégenos como alternativas para o mercado
agricola moderno (BRAR et al., 2006; VAN LENTEREN et al., 2018; VAN LENTEREN,;
BUENO, 2003). O principal entomopatdgeno utilizado para formulac¢des de inseticidas
comerciais é a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner 1915, devido
ao seu potencial de controlar insetos-praga com eficacia semelhante aos inseticidas
quimicos sintéticos (PARRA, 2014).

A utilizacdo de entomopatdégenos tem mais de um século, conhece-se a
viabilidade no uso de fungos, virus, bactérias, nematoides e protozoarios para o
controle de diversos insetos-praga (LACEY et al., 2015; PARNELL et al., 2016). Os
avancos na utilizacdo de entompatdgenos e desenvolvimento de técnicas de producéo
e aplicacdo ampliaram a utilizacdo dos mesmos (GLARE et al., 2012), resultando em
mais de 1 bilhdo de doélares em produtos comercializados, com expectativa de 7
bilhGes até 2019 (PARNELL et al., 2016). E importante destacar também que a
otimizacdo dos sistemas de producdo que proporcionam aumento na eficiéncia de
entomopatdégenos, que também esta relacionado com a conscientizacdo ambiental

pela reducéo de inseticidas quimicos sintéticos (HATT et al., 2018).

2.3.1 Bactérias no controle biol6gico de insetos-praga

As Dbactérias pertencentes as familias Bacilaceae, Clostridiaceae,
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae possuem espécies que produzem
metabolitos entomopatogénicos capazes de ser utilizados no CB (CASTAGNOLA,;
STOCK, 2014). No entanto, as bactérias da familia Bacilaceae possuem ampla
utilizacdo quando comparada as demais, com destaque para a B. thuringiensis, sendo
esta a matéria prima para 0 maior numero de produtos utilizados no CB atualmente
(VAN LENTEREN et al., 2018).
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2.3.2 Historico de Bacillus thuringiensis

O primeiro isolamento de B. thuringiensis foi em 1901 no Japéao, a partir de
lagartas do bicho-da-seda, Bombyx mori L. 1758 (Lepidoptera: Bombycidae) doentes
e foi descrita como doenca de Sotto que acometia B. mori (BEEGLE; YAMAMOTO,
1992). Ja em 1915 na Alemanha, em Thuringia, a bactéria isolada de tracas da farinha
Anagasta kuehniella Zeller 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) foi nomeada Bacillus
thuringiensis. Tal isolado foi perdido anos apés sua descoberta e re-isolado em 1927,
qgquando o mesmo foi distribuido para varios laboratérios e, em 1930, na Franca foi
elaborado o primeiro produto comercial a base de B. thuringiensis, denominado
“Sporeine” (BRAR et al., 2006).

As pesquisas com B. thuringiensis foram continuadas em diversas partes do
mundo a fim de formular um produto que fosse concorrente aos quimicos sintéticos
utilizados na época. Em 1950 nos Estados Unidos, Steinhaus utilizou B. thuringiensis
com éxito para controle de Colias eurytheme Boisduval 1852 (Lepidoptera: Pieridae),
praga que acomete plantagdes de alfafa (STEINHAUS, 1956). O sucesso do controle
fez com que o pesquisador em parceria com empresa privada idealizasse e
produzisse um produto a base de B. thuringiensis chamado Thuricidae® (BEEGLE;
YAMAMOTO, 1992), sendo este produzido até os dias atuais (VAN LENTEREN et al.,
2018).

Entre os anos de 1938 (Produgdo de “Sporeine”) e 1950 (idealizagdo do
produto Thuricide®), apesar dos vastos estudos e utilizacdes experimentais de
agentes de controle a base de B. thuringiensis, a morfologia da bactéria ndo era
completamente compreendida pelos pesquisadores (STEINHAUS, 1956). Em 1953
Hannay (1953) descreveu outra estrutura além do esporo, ja conhecido em bactérias
da familia Bacillaceae, estrutura esta descrita como cristal, principal responsavel pelo
poder inseticida.

Em 1962 foi descoberta a subespécie kurstaki, sendo até 200 vezes mais
eficiente que a subespécie thuringiensis, que era base dos produtos comercializados
de B. thuringiensis até entdo (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). Os estudos sobre a
subespécie descoberta se estenderam até 1970 quando foi produzido o primeiro
produto (Dipel®) com grande aceitacdo para o controle de diversas pragas da ordem
Lepidoptera, que eram de dificil controle quando utilizado produtos a base da
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subespécie thuringiensis (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). Atualmente o produto Dipel
€ 0 mais comercializado em todo mundo (VAN LENTEREN et al., 2018).

Desde o inicio do século XX, a descoberta, a descricdo e as formulagbes de
produtos comerciais com a utilizacdo de B. thuringiensis tiveram enfoque completo
para o controle de insetos pertencentes a ordem Lepidoptera. Porém, em 1976 foi
descoberta uma nova subespécie com atividade larvicida para insetos da ordem
Diptera, a subespécie israelensis, a qual foi descrita com acdo aguda a larvas de
mosquito, causando a morte do inseto depois de 30 minutos da ingestdo (BEEGLE;
YAMAMOTO, 1992).

A Ultima subespécie descrita foi tenebrionis, em 1983, isolada de Tenebrio
molitor L. 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae), que apresenta atividade inseticida para
larvas de coleopteros (KRIEG; HUGER; SCHNETTER, 1983). Posteriormente, em
1986 foi descrito outra subespécie especifica para coledpteros, a San Diego, todavia,
guando confrontadas as caracteristicas desta com a subespécie tenebrionis, verificou-
se tratar da mesma, permanecendo assim a primeira subespécie descrita
(tenebrionis), a aceita (CIDARIA et al., 1991).

Na atualidade existem produtos a base de B. thuringiensis das subespécies
kurstaki, israelensis e tenebrionis, bem como inimeros isolados que originam 0s
produtos comerciais (FIUZA et al., 2017; VAN LENTEREN et al., 2018). A diversidade
de linhagens gerando produtos comerciais, além da especificidade das subespécies
para controlar as principais ordens de insetos-praga conferem a bactéria B.
thuringiensis o inseticida biolégico mais produzido e comercializado mundialmente
(VAN LENTEREN et al., 2018). Até o ano de 2015 foi levantado que 98% do mercado
de inseticidas biolégicos era composto por produtos a base B. thuringiensis (LACEY
et al., 2015).

2.3.3 Caracterizacéo de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria pertencente a familia Bacillaceae,
isoladas em sua maioria do solo, podendo também o isolamento ser feito de insetos,
plantas e ambientes aquaticos, sendo que o local de isolamento estd diretamente
ligado com a definicdo da subespécie e especificidade da bactéria (HOFTE;
WHITELEY, 1989; RABINOVITCH et al., 2017). Em definicdo séo bactérias aerobias,
facultativamente anaerdbias (ANDRADE ANGELO; TRINDADE VILAS-BOAS;
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JORGE HERNAN CASTRO-GOMEZ, 2010), positivas a coloracdo de Gram,
apresentado formato de bastonetes com dimensdes de 1,0 a 1,2 um de comprimento
e 3,0 a 3,5 um de largura e estruturalmente caracterizadas por possuirem flagelos que
auxiliam na locomocdo e adesédo na parede intestinal do hospedeiro e formarem
esporos (ANDRADE ANGELO; TRINDADE VILAS-BOAS; JORGE HERNAN
CASTRO-GOMEZ, 2010; BRAVO et al., 2011).

Durante a formacéo de esporos ocorre a formacéo de cristais proteicos que
possuem diversas formas, conforme o isolado a qual pertencem, podendo ser:
bipiramidais, piramidais cuboides, romboides, esféricos e retangulares, e serem
formados por uma ou mais toxinas Cry (FIUZA et al., 2017). Esta estrutura € a principal
responsavel pela atividade inseticida, bem como principal fator de distincdo de B.
thuringiensis e as demais bactérias formadoras de esporos (ANGUS, 1956; HANNAY,
1953; PARK et al., 2014). Ao final da esporulacdo o cristal com as toxinas,
correspondem a até 25% do peso da célula (ANDRADE ANGELO; TRINDADE VILAS-
BOAS; JORGE HERNAN CASTRO-GOMEZ, 2010; ARANGO; ROMERO; ORDUZ,
2002; FIUZA et al., 2017).

A fase de esporulacéo pode produzir as toxinas, Cry, Cyt e Vip, sendo que as
toxinas Cry séo as mais conhecidas e estudadas devido ao poder inseticida atribuido
a estas. A classificacdo das toxinas Cry, sdo conforme a quantidade e qualidade das
mesmas e estes parametros estdo ligados ao isolado e subespécie de B. thuringiensis
(FIUZA et al., 2017). Atualmente jA4 ha descritos 1176 genes que codificam as
proteinas Cry com atividade especifica a determinada ordem de inseto-praga
(CRICKMORE et al., 2019). O banco de dados de genes que codificam proteinas Cry
€ atualizado conforme ocorre a descobertas de novos genes codificadores podendo
ser acessado a qualquer momento por meio do endereco
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/ Neil_Crickmore/Bt/.

J4 as proteinas Cyt sdo caracterizadas pela atividade citolitica, com
capacidade de afetar células do intestino médio dos insetos, podendo potencializar a
acéo de algumas proteinas Cry (SOBERON; LOPEZ-DIAZ; BRAVO, 2013). As Gltimas
toxinas estudadas sdo as Vip, que séo divididas em quatro familias de acordo com a
identificacdo sequencial de aminoacidos, sendo a acdo destas toxinas definida como
binaria, podendo ser toxicas para coledpteros e hemipteros (CHAKROUN; BEL,;
ESCRICHE, 2016). Independente das proteinas toxicas contidas na linhagem, o modo
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de acao tende a ser o mesmo, devido ao compartilhamento de uma estrutura particular

na toxina Cry.

2.3.4 Modo de agao de Bacillus thuringiensis

A acao entomopatogénica de B. thuringiensis é definida, principalmente pelas
toxinas produzidas presentes nos cristais. Estas compartilham uma estrutura terciéaria,
constituida pela por¢éo C-terminal, responsavel pela produgéo do cristal, e por¢do N-
terminal, subdividida em trés dominios, o dominio I, que € responsavel pela insercéo
na membrana e os dominios Il e Il pela especificidade da bactéria (SANAHUJA et al.,
2011). Dessa forma, o modo de acgé&o inicia-se com a ingestao dos esporos e cristais
da bactéria pelo inseto. Ao chegar no intestino ocorre a solubiliza¢éo do cristal, devido
a alcalinidade do trato digestorio da fase larval dos insetos e, consequentemente, a
liberacdo das pro-toxinas inativas (KNOWLES, 1994). As enzimas digestivas sao
responsaveis pela clivagem e ativacdo das pro-toxinas, fragmentando-as em
peptideos toxicos (FIUZA, 2009).

Na sequéncia, as toxinas se ligam a receptores especificos localizados na
membrana, sendo 0s inumeros receptores e a afinidade das proteinas Cry com os
receptores o que confere o espectro de acao da linhagem. A aderéncia das toxinas
ocorre primariamente com a ligacdo a peptideos caderinas, que induz o processo de
oligomerizacao, permitindo a ligacdo com receptores mais especificos situados nas
microvilosidades do meséntero dos insetos. Essa ligacdo forma poros, causando
disfuncdo osmotica e lise celular que inativa as funcbes da membrana e
consequentemente resulta no rompimento do intestino médio. Com isto ocorre o
contato dos esporos da bactéria com fezes e hemolinfa, um “meio de cultura”
adequado para a germinacdo dos esporos de B. thuringiensis, causando quadro de
septicemia e levando o inseto a 6ébito (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; VACHON;
LAPRADE; SCHWARTZ, 2012).

2.3.5 Utilizacdo de Bacillus thuringiensis no controle biologico de insetos
A utilizacdo de inseticidas biologicos a base de B. thuringiensis €

mundialmente difundida para controlar insetos-praga de diversas ordens. A principal

utilizacéo de B. thuringiensis ou proteinas isoladas é realizada para insetos da ordem
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Lepidoptera, sendo que a subespécie utilizada de forma predominante para controlar
insetos-praga da referida ordem é a kurstaki (GLARE et al., 2012; LACEY et al., 2015).

O potencial inseticida sobre lepidopteros é afirmado sobre lagartas que
ocorrem em grandes monoculturas produtoras de commaodities, tais como Spodoptera
frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (ARANGO; ROMERO; ORDUZ, 2002),
Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera exigua Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae) (ZHANG et al., 2013), Elasmopalpus lignosellus (Zeller,
1848) (Lepidoptera, Pyralidae) (ZORZETTI et al., 2017) e também sobre complexo de
lepidopteros que acometem cultivos de cha (DASHORA et al., 2017). Diversas
subespécies sdo a base para formulacbes de produtos referidos ao controle de
insetos-praga da ordem Lepidoptera (BRAR et al., 2006; FIUZA, 2010; VAN
LENTEREN et al., 2018).

A utilizacdo de B. thuringiensis ndo é restrita ao meio agricola, a subespécie
israelensis tem aplicacdo para controlar insetos da ordem Diptera em diversos
ambientes (LACEY, 2007), sendo que alguns destes insetos séo vetores de doencas
que acometem a populacdo humana, gerando efeitos deletérios no ambito de saude
publica (FILLINGER; KNOLS; BECKER, 2003; RITCHIE; RAPLEY; BENJAMIN,
2010).

A utilizacdo de B. thuringiensis subespécie.israelensis como estratégia para
controlar dipteros vetores de malaria tem eficacia na reducdo da disseminacdo de
casos da doenca (FILLINGER; KNOLS; BECKER, 2003). Outro diptero capaz de
disseminar diversas doencas e considerado caso de saude publica € o mosquito
Aedes aegypti Linnaeus 1762 (Diptera: Culicidae). A aplicacdo de B. thuringiensis para
o0 controle deste inseto resultou em redugcdo populacional do inseto-praga e
consequentemente reduziu o nimero de pessoas infectadas pela doenca transmitida
pelo inseto, a dengue (RITCHIE; RAPLEY; BENJAMIN, 2010).

A utilizacdo de B. thuringiensis sobre insetos da ordem Coleoptera foi
consolidada com a descoberta da subespécie tenebrionis, sendo que esta apresenta
maior acao inseticida sobre coledpteros do que as demais subespécies descritas
guando da sua descoberta (KRIEG; HUGER; SCHNETTER, 1983). A descoberta
desta subespécie impulsionou estudos afim da caracterizacdo morfologica e genética
da variedade (MCPHERSON et al., 1988) e em 1991 foi patenteado o isolado de B.
thuringiensis para o controle de larvas de A. diaperinus (HICKLE; BRADFISCH; SICK,

1991). No mesmo ano foi isolado B. thuringiensis de T. molitor, especifico para
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controle de Leptinotarsa decemlineata Say 1824 (Coleptera: Crysomelidae) (CIDARIA
et al., 1991).

A utilizacdo de B. thuringiensis é tida como alternativa para controle de
coledpteros de diversas familias que acometem inumeras culturas. O uso de B.
thuringiensis para o controle de Lasioderma serricorne Fabricius 1792 (Coleoptera:
Anobiidae), praga que acomete o cultivo de fumo, apresentou resultados satisfatorios
(KAELIN et al., 1999; TSUCHIYA et al., 2002). Outro inseto passivel de controle por
B. thuringiensis € a broca-do-café, Hypothenemus hampei Ferrari, 1876 (Coleoptera:
Curculionidae) (MENDEZ-LOPEZ; BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003; ZORZETTI et
al., 2018), assim como o bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman, 1843
(Coleoptera: Curculionidae) (MARTINS et al., 2007; PEREZ et al., 2017).

E importante destacar que a toxicidade de B. thuringiensis sobre insetos da
ordem Coleoptera tem sido confirmada com trabalhos no decorrer do tempo (CIDARIA
et al., 1991; KAELIN et al., 1999; MARTINS et al., 2007; MENDEZ-LOPEZ;
BASURTO-RIOS; IBARRA, 2003; PEREZ et al., 2017; TSUCHIYA et al., 2002;
ZORZETTI et al., 2018). Visto a eficacia de isolados ou produtos a base de B.
thunringiensis de diferentes subespécies sobre insetos pertencentes a ordem

Coleoptera, estudos destas sobre A. diaperinus se fazem necessarios

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Controle Bioldgico | e

Il da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos.

3.1 OBTENCAO DE Alphitobius diaperinus

Os insetos em fase larval e adulta foram obtidos de aviario comercial (Figura
1A; B), com cama de aviario livre de inseticidas sintéticos e mantidos na sala de
criacao de insetos do Laboratorio de Controle Bioldgico | a temperatura de 27 + 2°C,
U.R 60 + 10% e fotofase de 12 horas, com substrato (cama de aviario) e racao para
frangos (Figura 1C), por no minimo sete dias, para ambientacdo (WOLF et al., 2014)

e realizagao dos experimentos.
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Figura 1 - A: Vista parcial do aviario comercial de frangos de corte; B: Recipiente
plastico com cama de aviario; C: Recipientes plasticos com cama de aviario e insetos,
mantidos em sala de criacao (27 + 2°C, U.R 60 + 10% e fotofase de 12 horas).

Fonte: Autor, 2019

3.2 OBTENCAO, MULTIPLICACAO E QUANTIFICACAO DAS LINHAGENS DE
Bacillus thuringiensis

As linhagens de B. thuringiensis liofilizadas foram obtidas junto a colecéo de
entomopatdégenos do Laboratério de Genética e Taxonomia de Microrganismos da
Universidade Estadual de Londrina — UEL. Foram utilizadas seis linhagens de B.
thuringiensis (Br 12, Br 58, Br 67, Br 80, Br 137 e Br 138), ja identificadas pela
presenca de proteinas Cry téxicas as espécies das ordens Coleoptera, Diptera e
Lepidoptera.

Foram preparados 2,4 L de meio de cultura caldo nutritivo (3 g de extrato de
carne e 5 g de peptona em 1000 mL de agua destilada esterilizada), esterilizado e
distribuido em aliquotas de 100 mL em frascos Erlenmeyer (250 mL). Paralelamente,
com o auxilio de uma alca de platina foi retirada uma aliquota de cada linhagem
bacteriana e ressuspendida em 10 mL de agua destilada esterilizada em tubos de
fundo chato (10 cm de altura x 2,5 cm @). Em seguida 200 pL de cada amostra das

linhagens originais isoladas e ainda néo quantificadas foram inoculadas ao meio de
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cultura nos frascos Erlenmeyer para multiplicacdo, sendo utilizados quatro frascos
para cada linhagem. Os frascos foram alocados em agitador horizontal Cienlab CE-
725/R a temperatura de 32 + 2°C e 150 rpm durante 96 horas, conforme Alves, 1998.
Posteriormente, as suspensfes foram particionadas em aliquotas de 10 mL e
alocadas em tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas 10 tubos por vez, em centrifuga
(SPLabor-802B-15mL-Daiki) por 15 minutos, a velocidade de 12.000 g. Apds a
centrifugacéo foi retirado o sobrenadante e ressuspendido em agua destilada até
completar o volume 10 mL e centrifugado novamente a 14.000 g por cinco minutos,
sendo os pellets obtidos apds as centrifugacdes acondicionados em tubos Falcon de
50 mL e mantidos em freezer a temperatura de - 4°C para posterior quantificacao e
montagem dos bioensaios.

Para a quantificacdo das diferentes linhagens de B. thuringiensis, amostras
de 1 mL de cada linhagem foram adicionadas em tubos de vidro de fundo chato (10
cm de altura x 2,5 cm @), contendo 9 mL de agua destilada esterilizada. A partir dessa
suspensdo realizou-se diluicdo seriada até 10, sendo a cada diluicdo o material
agitado em agitador tipo vortex (Phoenix AP-56), durante 30 segundos. Apos
realizadas as diluices, previamente a inoculacédo, cada tubo nas diluicées 103, 104,
10° e 106 foram agitadas e entéo aliquotas de 5 pL de cada diluigdo foram inoculadas
em cinco pontos, em placas de Petri (15 cm de @x 2 cm de altura) contendo meio de
cultura Agar Nutriente (1,0 g Extrato de Carne, 2,0 g Extrato de Levedura, 5,0 Peptona,
5,0 Cloreto de Sddio e 15,0 Agar), sendo utilizadas trés placas para cada diluicéo,
totalizando 15 pontos de 5 pL por linhagem. As placas foram acondicionadas em
camara climatizada (30 + 2°C, U.R 60 * 10% e fotofase de 12 horas) pelo periodo de
18 horas, quantificando-se, posteriormente as Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC) visualmente e com auxilio de estereomicroscopio binocular (Zeiss Stemi 305)
no aplicativo ZEN blue edition, em cada ponto de inoculacdo (Figura 2 A;B). A partir
da quantificagédo, determinou-se o numero de UFC/mL, calibrando-se a suspensdo
para a concentracdo de 3x108 esporos.mL?!  segundo metodologia adaptada de
Lozano et al. (2017).
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Figura 2 - A: Placa de Petri com pontos de unidade formadoras de colénias de B.
thuringiensis e marcadas para contagem das mesmas.B: Contagem de UFC (pontos
vermelhos) com auxilio de lupa e software de contagem

Fonte: Autor, 2019

3.3 PATOGENICIDADE DE DIFERENTES LINHAGENS DE B. thuringiensis SOBRE
LARVAS E ADULTOS DE A. diaperinus EM LABORATORIO E SEMI-CAMPO.

Foram realizados trés bioensaios, cujos tratamentos foram: agua destilada
esterilizada, as linhagens Brl12, Br58, Br67, Br80, Br137 e Br138 na concentracao de
3,0x108esporos.mL* pré selecionadas pelo potencial inseticida a outros coledpteros
(ZORZETTI et al., 2018), sendo excluidas as linhagens Br 80 e Br 138 no bioensaio

3, por nao diferirem estatisticamente da testemunha no bioensaio 1.

3.3.1 Bioensaio 1 — Avaliagéo das linhagens de B. thuringiensis sobre larvas de quarto

instar de A. diaperinus, em condic¢des de laboratério

Em placas de Petri 15 cm de @x 2 cm de altura foram pesados 20 g de racéo
comercial para frangos previamente esterilizada e acrescidos 10 mL de cada
tratamento/linhagem na ragédo (Figura 3A), misturando-se de forma homogénea. As
placas com a mistura foram levadas para a camara de fluxo laminar horizontal durante
20 minutos para evaporacao do excesso de agua. Posteriormente a mistura foi
subdividida em oito placas de acrilico (repeti¢cdes), contendo 12 pocos cada placa,
sendo que cada poco recebeu 0,20 g de racdo e uma larva de quarto instar
determinada por tamanho médio e coloragdo (FRANCISCO; PRADO, 2001) de A.
diaperinus, previamente selecionadas da criagéo (Figura 3B), totalizando 96 larvas por
tratamento.
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As placas de acrilico foram acondicionadas em camara climatizada (30 + 2°C,
U.R 60 = 10% e fotofase de 12 horas). A avaliacdo ocorreu diariamente durante 10

dias, quantificando-se os mortos de cada tratamento e descartando-os.

Figura 3 - Etapas da montagem do bioensaio com larvas de A. diaperinus: A: Placas de
Petri com racdo de frango + tratamentos em camara de fluxo laminar; B: Placas de pocos
Repeticdes), com racdo e larvas de quarto instar;

b
i

Fonte: Autor, 2019

3.3.2 Bioensaio 2: Avaliacdo das linhagens de B. thuringiensis sobre adultos de A.

diaperinus, em condicdes de laboratorio

A preparacdo dos tratamentos seguiu o procedimento descrito para o
bioensaio 1. ApoOs a evaporacdo do excesso de agua (Figura 4A), o volume total de
racdo homogeneizada com tratamentos foi dividido em oito por¢des (2,5 g cada),
distribuidas em placas de Petri (15 cm de @x 2 cm de altura) (repeticdes). Em cada
placa com a mistura foram alocados 12 insetos adultos, totalizando 96 insetos por
tratamento (Figura 4B). Os procedimentos de acondicionamento e avaliagédo foram os
mesmos descritos no bioensaio 1, porém para comprovar a morte dos insetos durante
as avaliacoes, estes foram colocados em placas de Petri vazias e deixados por dois
minutos, se 0S mesmos nao apresentassem reacao natural era realizada interferéncia
mecanica utilizando pinc¢a, se ndo observado reacao eram considerados mortos.

Figura 4. Etapas de montagem do bioensaio com adultos de A. diaperinus: A: Placas
de Petri com racdo de frango + tratamentos em camara de fluxo laminar; B: Placas
de Petri (Repeticdes), com racdo e adultos;
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Fonte: Autor, 2019

3.3.3 Bioensaio 3: Avaliacao das linhagens de B. thuringiensis sobre larvas e adultos
de A. diaperinus em condi¢Ges de semi-campo

Para este bioensaio foram coletados 20 kg de cama- de-aviario de meia idade
(4° lote), em aviario comercial, previamente a aplicacdo de controle quimico (vazio
sanitario). O material coletado foi alocado em sacos plasticos pretos com capacidade
de 100 L, os quais foram mantidos fechados por sete dias em sala de criagdo (27 +
2°C, U.R 60 = 10% e fotofase de 12 horas), no laboratério de Controle Biologico | para
0 expurgo de insetos através do acumulo de amoénia proveniente da cama de aviario.
Posteriormente o material foi triado em superficie plastica branca para facilitar a
retirada de insetos e residuos ainda presentes no material (Figura 5A). O material livre
de residuos foi alocado em sacos de lixo de 100 L e acondicionado novamente em
sala de criacdo, nas condicbes descritas para realizagdo de novo expurgo, até o
momento de montagem do bioensaio.

Para a realizagdo deste bioensaio foram utilizadas caixas plasticas com
capacidade volumétrica de 19 L (30 cm de comprimento x20 cm de largura x 20 cm
de altura), com tampa, consideradas Unidades Experimentais (UE). Em cada UE foi
colocado 0,6 Kg de cama de aviario in natura, livre de inseticidas quimicos sintéticos,
volume correspondente ao utilizado em campo, considerando-se uma camada de 5
cm de espessura e larvas e adultos de A. diaperinus. Individualmente cada UE
recebeu 10 g de racdo de frango de corte (volume que atende as especificacdes de
producgéo avicola, conforme Wolf et al. (2014)) distribuida sobre a cama e incorporada

homogeneamente. Na sequéncia os insetos foram inseridos nas UE, sendo 20 larvas
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de quarto instar e 20 adultos de 15 dias de idade e ndo sexados de A. diaperinus por
UE (Figura 5B).

Os tratamentos avaliados foram as linhagens que causaram mortalidade
significativa para os insetos no bioensaio 1, sendo, Br 12, Br 58, Br 67 e Br 137, na
concentracdo de 3,0x10® UFC/mL?' e Agua esterilizada como testemunha. Os
tratamentos foram pulverizados nas UE prontas (cama de aviario, racdo de frango de
corte e larvas e adultos de A. diaperinus) no volume de 3 mL/UE (volume de calda
semelhante ao utilizado para aplicacdo de controle quimico), utilizando aerdgrafo
acoplado a uma bomba de pressédo constante (1,2 kgf/cm) (Tecnal® TE-058) (Figura
5C). Para cada tratamento foram utilizadas quatro UE, totalizando 80 larvas e 80
adultos por tratamento.

As UE foram alocadas em sala de criacdo em condi¢cdes controladas (27 +
2°C, U.R 60 £ 10% e fotofase de 12 horas) (Figura 5D). A avaliacdo ocorreu no sétimo
e décimo dia ap06s a aplicacao dos tratamentos, realizando-se a triagem de todo o
material presente em cada UE, em bandejas de fundo branco e quantificado o nimero
de individuos mortos. Para comprovar a morte dos insetos durante as avaliacdes,
estes foram colocados em placas de Petri vazias e deixados por dois minutos, se 0s
mesmos ndo apresentassem reagdo natural, era realizada interferéncia mecanica

utilizando ping¢a, se ndo observado reagdo eram considerados mortos.

Figura 5 - Etapas da montagem do bioensaio de semi campo com larvas e adultos de A.
diaperinus: A:Triagem para retirada de residuos da cama; B: UEs prontas (cama de aviario
+ ragdo + larvas e adultos de A. diaperinus); C: Pulverizacdo dos tratamentos nas UE; D:
Acondicionamento do bioensaio em sala de criacéo (27 + 2°C, U.R 60 + 10% e fotofase
de 12 horas).
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Fonte: Autor, 2019

3.4 PERFIL GENETICO DE DIFERENTES LINHAGENS DE B. thuringiensis

Os procedimentos para as analises moleculares foram realizados no
Laboratério de Controle Bioldgico Il, na sala de Biologia Molecular.. As linhagens de
B. thuringiensis avaliadas nos bioensaios foram analisadas para verificar a presenca
dos genes cry e consequentemente tracar o perfil genético de cada uma. Para tal,
utilizou-se a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR), que amplifica os genes de interesse utilizando-se primers
especificos e a leitura através de eletroforese em gel de agarose

A partir das suspensdes bacterianas (estoque) preparadas conforme descrito
por Ricieto et al. (2013), com o auxilio de uma alca de platina, uma aliquota de,
aproximadamente 0,2 g de cada linhagem foi inoculada na superficie do meio de
cultura e espalhada com o auxilio de uma alga de Drigaslky. Foi preparada uma placa
para cada linhagem, sendo estas acondicionadas em camara climatizada a 30 + 2°C,
U.R de 60 £ 10% e fotofase de 12 horas, por 18 horas.

Para a extragdo do DNA, com auxilio de um palito de madeira esterilizado,
retirou-se uma amostra de aproximadamente 1 a 2 mm de didmetro massa bacteriana
de cada linhagem (Figura 6A) e alocadas em tubos plasticos tipo Epperndorf, com
capacidade de 2,0 mL, com 200 pL de tampé&o TE (Tris-EDTA) (pH 8,0) (Figura 6B).
A extracgéo foi realizada por meio do método de fervura em tampéo TE a 102° C, em
banho maria (Quimis — Q215M1), por 10 minutos para que ocorresse a lise celular

(Figura 6C). Em seguida realizou-se a centrifugacéo dos tubos em centrifuga (SpinLab
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SL-5F), por trés minutos a 15.000 g. O sobrenadante resultante da centrifugacao foi
retirado com auxilio de micropipetador Kasvi e colocado em tubos Eppendorf de 1,5
mL e as amostras foram mantidas em freezer a —4°C até a realizacdo de PCR,

mantendo-se a integridade do DNA (Hansen e Hendriksen, 2001).

Figura 6 - Etapas de preparagdo do material para realizacdo de PCR: A: Retirada de
amostra de B. thuringiensis; B: Insercdo de amostra bacteriana em microtubo com tampéo;
C Amostrasbacterianas em banho maria fervente;

Fonte: Autor, 2019

Para a reacdo de PCR foi utilizada solucdo MasterMix (Ludwig®) (15 pL de
MasterMix, 0,5 pL de primer e 3 pL de DNA). Essa solucao foi utilizada para as seis
linhagens de B. thuringiensis em tubos do tipo Eppendorf, que foram levados ao
termociclador Agilent®, onde ocorreu protocolo com nimero de ciclos, temperatura e
tempo especifico para cada primer conforme Tabela 1. Foram utilizados seis pares de
primers para amplificacdo dos genes, cryl, cry2, cry 11 (BRAVO, 1998; IBARRA,
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2003), cry 3 (BENDOV, 1997), cry 4 (BURKARI & SHAKOORI, 2014) e cry 10
(IBARRA, 2003).

Tabela 1. Primer, sequéncia de nucleotideos e condicdes de PCR utilizados para

caracterizacdo dos isolados de Bacillus thuringiensis

Prime Sequéncia de nucleotideos Produt Nuamer Tempo (s), Tempo (s), Tempo (s)
r o(pb) o Temperatur Temperatu e
(gene) ciclos a (°C) ra (°C) Temperatu
Desnaturag  Anelament ra (°C)
ao 0 Extensédo
cryl (f) CTGGATTTACAGGTGGGGATAT 558 30 60, 94 60, 52 60, 72
(n
TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT
cry2 (IGAGTTTAATCGACAAGTAGATA 526 30 60, 94 60, 50 60, 72
ATTT
(NGGAAAAGAGAATATAAAAATGG
CCAG
cry3 4] 652- 30 60, 94 60, 52 60, 72
CGTTATCGCAGAGATGACATTAC 733
N
CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT
cry4 ® 439 30 60, 94 60, 52 60, 72
GCATATGATGTAGCGAAACAAGC
Q)
GCGTGACATACCCATTTCCAGGT
CcC
cryl0  (f) TCAATGCTCCATCCAATG 348 30 45.94 60, 51 60, 72
(r) CTTGTATAGGCCTTCCTCCG
cryll (f) CGCTTACAGGATGGATAGG 342- 30 60, 94 45, 50 60, 72
n 352

GCTGAAACGGCACGAATATAAAT
A

Todas as reagfes contaram com uma etapa inicial de aquecimento a 94°C por 2 minutos e

uma etapa final de extenséo a 72 °C por 5 minutos.

Posteriormente, para a visualizacdo dos resultados obtidos pela PCR, foi

realizado corrida de eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TBE (Tris-

borato 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). Para tal foram pipetados 8 yL de cada solucao

com DNA amplificados pela PCR e adicionados em 2uL de Loading Buffer e 1 pL de

Gel Red e comparados com 100 marcadores de pares Ladder (Invitrogen, UK) e entado

as amostras foram alocadas em gel de agarose a 1,2 % e entéo realizada a corrida.

Cada corrida ocorreu nas condi¢cfes de 100 mA e 80 V, por 60 minutos, as imagens

dos géis foram capturadas com fotodocumentador Loccus® e salvas no formato jpeg.

3.5 ANALISE ESTATISTICA
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Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os dados foram submetidos a testes de normalidade de Shapiro-Wilk e Lilliefors
e como ndo atenderam a normalidade dos residuos (pressuposto para realizacédo do
teste de andlise de variancia ANOVA), foi realizado o teste de analise de variancia
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e as médias comparadas pelo teste de Dun a 5%,
utilizando-se o programa Bioestat 5.3 (AYRES, 2007)

4 RESULTADOS

4.1 BIOENSAIO 1 — AVALIACAO DE LINHAGENS DE B. thuringiensis SOBRE
LARVAS DE QUARTO INSTAR DE A. diaperinus, EM CONDICOES DE
LABORATORIO

As linhagens de B. thuringiensis Br 12, Br 58, Br 67 e Br 137 causaram
mortalidade acumulada, até aos nove dias ap0s a aplicacdo, para larvas de 4° instar
de A. diaperinus, respectivamente de 65,6%, 66,6%, 66,6%, e 69,7%. Diferindo
significativamente da testemunha (26,0%) (Tabela 2).

Ao observar a mortalidade de larvas de A. diaperinus causada pelas diferentes
linhagens B. thuringiensis subespécie isralelensis no decorrer do tempo de avaliagéo,
verifica-se que no periodo de 24-72 horas, o0s percentuais ndo diferiram em relacéo a
testemunha. J&4 no tempo de 96-144 horas, somente as linhagens Br 67 (32,2%) e Br
80 (30,2%) causaram mortalidade de larvas de A. diaperinus, diferindo
significativamente da testemunha (9,3%). Por sua vez, no periodo de 168-216 horas
somente a linhagem Br 137 (31,2%) causou mortalidade larval, diferindo da
testemunha (10,4%). J& o comparativo da mortalidade causada por cada linhagem
bacteriana testada entre os tempos, verificou-se que todas as linhagens causaram
maior mortalidade larval nos periodos de 96-144 horas e 168-216 horas diferindo

significativamente do periodo 24-72 horas (Tabela 2).

Tabela 2 - Percentual médio (+ EP) de mortalidade ao longo do tempo e acumulada de larvas
de 4° instar de Alphitobius diaperinus, causada por linhagens de Bacillus thuringiensis
Mortalidade (%)

Trat 24-72h 96-144h 168-216h p Acumulada
Test 20+242™ 93+263Db 10,4+ 3,26 b >0,05 26,0+2,87b
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BR12 10,4+293B 21,8+3,64abAB 30,2+3,64abA <0,05 65,6+4,48a
BR58 7,2+263B 27,0+x390abA 27,0+x293abA <0,05 66,6+ 3,30a
BR67 10,4+3,26B 32,2+ 3,36aA 21,8+ 2,97 abAB <0,05 66,6+ 3,84a
BR80 8,3+250B 30,2+3,64aA 19,7 + 2,49 abAB <0,05 60,4 + 3,11 ab
BR137 9,3+287B 28,1+3,74abA 31,2+3,82aA <0,05 69,7+3,42a
BR138 3,1+2,07aB 250x4,08abA 23,9+336abA <0,05 54,1+3,65ab
p >0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Médias (xEP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Dun a 5%.

4.2 BIOENSAIO 2: AVALIACAO DE LINHAGENS DE B. thuringiensis SOBRE
ADULTOS DE A. diaperinus, EM CONDICOES DE LABORATORIO

No bioensaio com adultos de A. diaperinus, considerando-se o acumulado de
mortes, somente a linhagem Br 58 causou mortalidade aos insetos (35,4%), diferindo
significativamente da testemunha (8,3%). Nas avaliacdes ao longo do tempo, em
nenhum dos periodos avaliados as linhagens de B. thuringiensis causaram
mortalidade significativa. A comparacdo de mortalidade causada pela mesma
linhagem ao longo do tempo, verificou-se que Br 137 e Br 138, causara mortalidade
larval nos periodos 96-144 horas e 168-216 horas diferindo do resultado encontrado
no periodo de 24-72 horas (Tabela 3).

Tabela 3 - Percentual médio (+ EP) da mortalidade ao longo do tempo e acumulada de adultos
de Alphitobius diaperinus, causada por linhagens de Bacillus thuringiensis

Mortalidade
Trat 24-72h 96-144h 168-216h p Acumulada
Test 1,0+£1,66" 1,0+1,66" 4,1+2,04" >0,05 8,3+2,68b
BR12 0,0+0,00N 2,0+1,89 8,3+2,88 >0,05 14,5+3,93ab
BR58 4,1+211N 9,3+3,06 18,7 + 3,72 >0.05 354+413a
BR67 3,1+249NS 52+249 11,4 + 3,29 >0,05 22,9+3,26ab
BR800 1,0+1,71N 20+1,96 10,4 + 2,93 >0.05 15,6+ 3,69 ab
BR137 1,0+1,71B 3,1+2,07A 93+2,63A >0,05 15,6 +2,87 ab
BR138 1,0+1,71B 6,2 + 2,42 AB 11,4+ 297 A <0,05 20,8%3,54ab
p >0,05 >0,05 >0,05 <0,05

Médias (xEP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Dun a 5%.
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4.3 BIOENSAIO 3: AVALIACAO DAS LINHAGENS DE B. thuringiensis SOBRE
LARVAS E ADULTOS DE A. diaperinus EM CONDICOES DE SEMI-CAMPO

A mortalidade de A. diaperinus, tanto para larvas quanto para adultos,
causada pelas linhagens de B. thuringiensis, Br 12, Br 58, Br 67 e Br 137 no
acumulado das avalia¢des nao diferiu significativamente das testemunhas. O mesmo

foi observado na avaliacao individual por tempo de avaliacdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Percentual médio (+ EP) da mortalidade ao longo do tempo e acumulada de larvas
e adultos de Alphitobius diaperinus causada por linhagens de Bacillus thuringiensis, em
condicbes de semi-campo.

7° dia 10° dia Mortalidade acumulada

Trat Larvas Adultos Larvas Adultos Larvas Adultos

Test 0,0+0,00"  5,0+3,16"  0,0+0,00™ 1,2+1,58"™ 0,0+0,00" 6,2+3,53"™
Br 12 6,2+3,53 8,7+3,21 0,0+0,00 0,0+0,00 6,2+3,53 8,7+3,21
Br 58 3,7+2,73 3,7+2,73 3,7+2,73 1,2+1,58 7,5%2,94 5,0+2,65
Br 67 1,2+1,58 1,2+1,58 2,5+2,23 1,2+1,58 3,7+2,18 2,5+1,69

Br137  7,5+3,87 7,5%2,94 5,0%£2,65 2,5%2,23 12,5£3,63  10,0+3,00

p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Médias (xEP) seguidas por Ns na coluna nédo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5%.

4.4 PERFIL GENETICO DE DIFERENTES LINHAGENS DE B. thuringiensis
SUBESPECIE israelensis

As linhagens de B. thuringiensis amplificadas por PCR ndo apresentaram
genes cryl, cry2 e cry3 que expressam respectivamente as toxinas Cry 1, Cry 2 e Cry
3. Contudo, todas as linhagens, com excecao da linhagem Br 67, que ndo apresentou
consisténcia de banda, apresentaram genes cry4 e crylO, confirmando que as

linhagens testadas sdo pertencentes a subespécie israelensis (Figura 7).

Figura 7 - Determinacédo de perfil genético com primers cryl, cry2, cry3, cry4, cryl0 e
cryll em eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Legenda 1 — Br 80; 2 — Br 67; 3 — Br
137;4-Br 12;5-Br 58; 6 — Br 138.
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5 DISCUSSAO

A utilizacdo de B. thuringiensis ocorre principalmente para controlar insetos-
praga pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, por meio de
proteinas toxicas Cry, codificadas pelos genes cry, as quais possuem particularidades
que teoricamente atuam diretamente sobre ordens especificas (FIUZA et al., 2017,
FRANKENHUYZEN, 2009). Os principais aspectos que diferem as linhagens de B.
thuringiensis e alocam estas em subespécies sdo o formato do cristal proteico e as
proteinas produzidas pelas mesmas. As subespécies mais utilizadas como base para
0s produtos comerciais sao: a subespécie kurstaki, com cristais bipiramidais formados
principalmente por proteinas Cryl e Cry2 (FRANKENHUYZEN, 2009); a subespécie
israelensis caracterizada por cristais em formatos arredondados, formados
majoritariamente por proteinas Cry4 (SANAHUJA et al., 2011) e a subespécie
tenebrionis com cristais de estruturas planas e quadradas, formados por proteinas
Cry3 (KRIEG; HUGER; SCHNETTER, 1983).

As especificidades presentes em cada subespécie sdo utilizadas como
modelo inicial para formulacdo de produtos. Entretanto, o desenvolvimento de
resisténcia de insetos a toxinas Cry ja utilizadas em diversas culturas (SIEGWART et
al., 2015), torna necessario viabilizar a utilizacdo de subespécies especificas sobre
outras ordens de insetos, como a utilizacdo de B. thuringiensis subespécie kurstaki e
subespécie israelensis para o controle de insetos-praga da ordem Coleoptera. A
utilizacdo de subespécies ndo especificas para o controle de coledpteros, além do
viés de manejo de resisténcia, pode ser vantajosa economicamente, visto que a
utilizacao de linhagens que acometam mais de uma ordem de insetos-praga tende a
reduzir custos no manejo de pragas e potencialmente aumentar o rendimento da
atividade em que se aplica a estratégia de controle.

No presente estudo, foram utilizadas as linhagens Br 12, Br 58, Br 67, Br 80,
Br 137 e Br 138 pertencentes a subespécie israelensis, descrita como especifica para
ordem Diptera. Porém, os resultados de mortalidade obtidos para larvas do cole6ptero
A. diaperinus foram satisfatorios, visto que foram superiores a 60%, conferindo as
linhagens potencial inseticida (patogenicidade), em condi¢cdes de laboratério, para
este inseto na fase larval. Méndez-Lépez; Basurto-Rios; Ibarra (2003) pioneiramente

mostraram que isolados de B. thuringiensis subespécie israelensis sdo toxicos para
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larvas de Hypothenemus hampei Ferrari, 1876 (Coleoptera: Curculionidae),
ocasionando mortalidade larval de 100%. O potencial patogénico sobre coledptero
também foi evidenciado com linhagens de B. thuringiensis subespécie israelensis que
apresentaram CLso de 0,14 mg/mL, comparando a subespécie tenebrionis que
apresentou CLsode 0,32 mg/mL, para o controle de A. grandis (MARTINS et al., 2007).
A patogenicidade da subespécie israelensis para o controle de larvas de A. grandis
também foi evidenciada por Monnerat et al. (2012) que observaram que isolados de
B. thuringiensis subespécie israelensis apresentaram CLso de 0,30 mg/mL,
semelhante a subespécie tenebrionis (CLso de 0,32 mg/mL) para larvas de A. grandis.

Os resultados descritos acima, bem como os obtidos nesse trabalho, sugerem
que a utilizacdo de B. thuringiensis subespécie israelensis pode ser uma estratégia
viavel para o controle de insetos-praga pertencentes a ordem Coleoptera. As mesmas
linhagens utilizadas no referido estudo, com excecao da Br 12, foram avaliadas quanto
a toxicidade para larvas da broca do café H. hampei, causando mortalidade superior
a 90% (ZORZETTI et al., 2018). Ainda, de acordo com os autores, as linhagens Br 58,
Br 67, Br 80 e Br 137 foram mais téxicas, com CLso variando de 0,037 x 10°
esporos/mL a 0,113 x 10 ° esporos/mL quando comparadas com a linhagem Br 138,
com CLsode 0,251 x 10° esporos/mL. Os resultados do presente trabalho corroboram
que as linhagens da subespécie israelensis sdo patogénicas para coledpteros, sendo
gue as linhagens que apresentam maior patogenicidade para A. diaperinus sao Br 12,
Br 58, Br 67 e Br 137, causando mortalidade larval superior a 65%, diferindo
significativamente da testemunha (26%).

O uso de B. thuringiensis para controlar diversos insetos-praga da ordem
Coleoptera tem sido estudado em trabalhos de sele¢éo de linhagens de subespécie
tenebrionis (especifica para coledpteros), bem como com as subespécies kurstaki e
israelensis, que sao especificas para outras ordens de insetos-praga. O intuito de tais
estudos é ampliar a gama de subespécies de B. thuringiensis com patogenicidade
confirmada para o controle de coleopteros, além de fornecer mais possibilidades de
produtos para o mercado de inseticidas biolégicos

O isolado de B. thuringiensis subespécie tenebrionis, na concentracdo de 300
ppm causou mortalidade de 100% em larvas de Leptinotarsa decemlineata Say
(Coleoptera: Crysomelidae) (CIDARIA et al.,, 1991). Estudos com B. thuringiensis
subespécie kurstaki para o controle de A. diaperinus evidenciaram que embora o

isolado néo tenha causado mortalidade significativa para A. diaperinus, 0 mesmo
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causou efeito subletal, reduzindo o empupamento em mais de 80% (HASAN; REZA,
2002). Além disso, de acordo com os autores, foi necessario utilizar concentracdes
superiores (300 ppm) a recomendada para insetos da ordem Lepidoptera (200 ppm),
ou seja, um mesmo isolado, em diferentes concentracées pode ser toxico para
espécies de insetos de diferentes ordens.

A avaliacdo de 2652 isolados de B. thuringiensis resultou na selecéo de 28
isolados das subespécies kurstaki, kinyae e darmstadienis considerados toxicos para
L. serricorne, por reduzirem a taxa de emergéncia, causando mortalidade acima de
85% a adultos dos insetos. Ja com relacdo a patogenicidade, somente dois isolados
da subespécie darmstadienis causaram mortalidade larval superior a 40%
(TSUCHIYA et al., 2002). A pré-selecdo de 300 isolados de B. thuringiensis testados
sobre insetos-praga pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera
identificou dois isolados (S234 e S997) com potencial inseticida para as trés ordens,
com respectivas CLso de 10,4 x 102 e 1,8 x 10 ug.mL para larvas de A. grandis.
Importante destacar que estas CLso foram até 300 vezes superiores a CLso atribuida
a subespécie tenebrionis 537x102 (PRACA et al., 2004).

Bacillus thuringiensis subespécie kurstaki apresentou patogenicidade para A.
grandis. No entanto o fracionamento das toxinas oriundas da bactéria evidenciou que
parte da toxicidade foi atribuida a B-exotoxinas e ndo somente as delta-endotoxinas.
(PEREZ et al., 2017). Os autores ainda salientam que as B-exotoxinas limitam a
recomendacado dos isolados para a formulacéo de produtos, devido principalmente
aos efeitos teratogénicos a mamiferos.

Eski et al. (2017) utilizaram isolado de B. thuringiensis subespécie tenebrionis
pré-selecionado, na condi¢cdo de produto formulado e ndo formulado para controle de
Agelastica alni Linnaeus 1758 (Coleoptera: Chrysomelidae) e verificaram o potencial
inseticida do agente, causando mortalidade com produtos formulados de 94% e 82%,
para larvas e adultos de A. alni, respectivamente. Ainda, de acordo com os resultados
encontrados pelos autores, o procedimento de producdo comercial de B. thuringiensis
aumentou a patogenicidade em comparag¢ao com o isolado fermentado.

A linhagem de B. thuringiensis HA foi testada em diferentes concentragdes e
ocasionou mortalidade larval de Rhynchophorus ferrugineus Oliver 1790 (Coleoptera:
Curculionidae) Os resultados encontrados mostram percentuais variando de 16%
(3,48 x 108 UFC/mL™1) a 94% (2,18 x 10! UFC/mL™) apresentando relacéo positiva
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com a concentracgao utilizada da bactéria, ou seja conforme a concentracao aumentou,
a mortalidade larval também foi maior (PU et al., 2017).

A utilizacao de B. thuringiensis subespécie kurstaki na concentragéo de 4x108
UFC/mL- causou mortalidade em 100% das larvas de quarto instar .Callosobruchus
maculatus Fabricius, 1775 (Coleoptera: Chrysomeloidae). Além da mortalidade
observou-se efeitos subletais como o aumento do ciclo de vida da praga e reducao
dos niveis de enzimas que atuam no trato digestério, aumentando assim a
patogenicidade da bactéria (MALAIKOZHUNDAN; VINODHINI, 2018). Em
observancia aos resultados descritos nos trabalhos citados anteriormente, bem como
aos dados obtidos no presente estudo, evidencia-se que B. thuringiensis subespécies
kurstaki e israelensis sdo patogénicas a diferentes espécies de coledpteros,
ampliando a gama de possiveis ingredientes ativos para produtos, bem como a
possibilidade de desenvolvimento de novas estratégias de controle.

Diferentemente do observado nos bioensaios in vitro, com relacdo aos
estudos de semi-campo, verificou-se que as linhagens de B. thuringiensis Br 12, Br
58, Br 67 e Br 137 ndo causaram mortalidade para larvas e adultos de A. diaperinus.
Tais resultados sugerem que a forma de contato do inseto com o patégeno utilizada
no experimento nédo foi eficiente para causar mortalidade em larvas e adultos de A.
diaperinus. Na mistura da bactéria com a cama de aviario e racdo, a ingestdo desta
pode néo ter ocorrido devido a ampla oferta de alimento disponivel (detritos na cama).
Os insetos podem detectar a presenca de B. thuringiensis como agente estranho e ter
dado preferéncia ao substrato sem a presenca do patdégeno ou ainda cessado a
alimentacdo. De acordo com Silva; Hoff; Doyle (2005) A. diaperinus € capaz de
manter-se no ambiente por longos periodos de tempo sem necessitar se alimentar.

Essa diferenca de resultados observada entre estudos de laboratério e
condi¢cdes de campo verificados com B. thuringiensis também é evidenciada com
outros agentes de controle tendo A. diaperinus como praga alvo, como a utilizacéo de
terra de diatoméacea (ALVES; OLIVEIRA; NEVES, 2008), uso de feroménios (COSSE;
ZILKOWSKI, 2015; SINGH; JOHNSON, 2012) e inseticidas quimicos sintéticos
(AXTELL; ARENDS, 1990; HICKMANN et al., 2018; LAMBKIN, 2005; LAMBKIN;
FURLONG, 2011; LAMBKIN; RICE; FURLONG, 2010).

A distribuicdo de A. diaperinus no interior do aviario é outro fator
preponderante para obtencdo de éxito no controle. Os insetos concentram-se nas

areas de comedouros e bebedouros e em pilares de sustentacdo, dessa forma
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considera-se que a infestacdo de A. diaperinus se restrinja a 5% da area total do
aviario (LAMBKIN et al., 2008; SCHMITZ; WOHLGEMUTH, 1988). Apesar do
conhecimento sobre distribuicdo espacial dos insetos dentro do aviario, a definicdo de
locais de aplicagdo nédo é facilitada, de forma que o comportamento dos insetos em
condicbes adversas € movimentar-se horizontalmente para locais propicios ao seu
desenvolvimento.

Além da distribuicdo, o comportamento criptico torna-se outro fator que
dificulta a acdo do agente de controle, com os insetos alocando-se em extratos
inferiores no substrato de criagcdo (RUMBOS et al., 2018). Ainda conforme os autores
A. diaperinus tem como habito alimentar-se de aves mortas, fezes de aves e racao.
Este comportamento implica diretamente para expressao da patogenicidade de B.
thuringiensis a campo, sendo que os insetos podem nao ingerir o entomopatdgeno,
pois este durante o periodo de alocacdo das aves, estaria presente no extrato superior
do substrato de criacdo. Além dos fatores mencionados acima, diretamente
impactantes na patogenicidade a campo, os mecanismos de resisténcia apresentados
por A. diaperinus, tais como resisténcia a temperaturas muito altas ou baixas,
regulacdo do consumo de Oz e estado de hibernacdo cessando a alimentacao
(BJORGE et al.,, 2018; RENAULT; HERVANT; VERNON, 2003) também podem
reduzir o contato de B. thuringiensis e consequentemente diminuir a patogenicidade
do agente de controle, pois 0s insetos nao ingerem o0 mesmo.

Com relagdo ao perfil genético, verificou-se que os isolados testados que
causaram mortalidade a A. diaperinus apresentaram 0s genes que codificam as
proteinas Cry4 e Cryl0, descritas como toxinas oriundas de B. thuringiensis
subespécie israelensis, a qual possui atividade inseticida para insetos da ordem
Diptera. Em trabalho semelhante, com as mesmas linhagens, foram identificadas as
toxinas Cry4, Cry10 e Cryl1, bem como a atividade toxica para o coleéptero H. hampei
(ZORZETTI et al., 2018). A proteina Cry4 é o principal fator que confere a subespécie
israelensis o0 potencial inseticida para dipteros, porém a verificacdo da presenca de
mais de um gene cry nas linhagens testadas permite inferir que a acao conjunta dos
genes cry 4 e cry 10 é o que confere a patogenicidade aos coledpteros A. diaperinus
e H. hampei.

A toxina Cry com maior potencial inseticida para coledpteros é codificada pelo
gene cry3, o qual caracteriza a subespécie tenebrionis, que apresentam acao
especifica para insetos da ordem Coleoptera (KRIEG; HUGER; SCHNETTER, 1983).
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A proteina Cry3 apresentou toxicidade para larvas de quarto instar de A. diaperinus,
sendo que a atividade toxica relacionada ao receptor especifico AdCad1l, da familia
das caderinas (HUA; PARK; ADANG, 2014). Ja Park et al. (2014) verificaram relacéo
de peptideos DvCad1-Cr8 e Cr10 com a atividade toxica das proteinas Cry3 e Cry8,
para larvas de A. diaperinus. A pesquisa ainda mostra que quando fornecida a toxina
juntamente com o peptideo receptor, o percentual de mortalidade aumenta. Além da
proteina Cry3, outras toxinas podem apresentar efeito toxico para coledpteros. Zhong
et al. (2000) que identificaram que a linhagem de B. thuringiensis com predominancia
de gene cry 1 causou 100% de mortalidade para larvas de Chrysomela scripta
Fabricius 1801 (Coleoptera: Chrysomelidae).

Os trabalhos mencionados anteriormente evidenciam que as toxinas Cryl e
Cry3 possuem atividade inseticida para coledpteros. JA no presente trabalho a
presenca dos genes cry4 e cryl0 possivelmente sdo os fatores responsaveis pela
atividade toxica das linhagens testadas para controlar larvas de quarto instar de A.
diaperinus. Tal diversidade de genes e efeitos toxicos resultantes, evidenciam a
necessidade de se tracar o perfil genético do isolado estudado para melhor
compreender seus possiveis efeitos sobre diferentes espécies.

Diante de todo o contexto, é importante destacar que estudos de laboratério
para a identificacdo da patogenicidade, bem como o perfil genético dos isolados em
estudo sao fundamentais para a compreensao dos possiveis efeitos do patégeno.
Vale ressaltar ainda que em estudos de laboratdrio 0s insetos sao expostos a grandes
guantidades do patdégeno, enquanto em simulacbes de campo ou em campo a
exposicao é menor, conforme a estratégia de aplicacdo. Conforme destaca Rumbos
et al. (2018), a utilizacédo de B. thuringiensis para o controle de A. diaperinus em campo
€ uma estratégia inovadora, o que requer estudos sobre os diferentes fatores
implicantes. Nesse atinente, além de estudos de laboratério que visam a selecéo e
identificacdo de isolados patogénicos, é necessario considerar todas as possibilidades
supracitadas em futuros estudos visando lograr éxito na utilizagdo de B. thuringiensis
para o controle de A. diaperinus em condigbes de campo.

As vantagens advindas da utilizacao de B. thuringiensis na avicultura podem
ser inimeras, visando ser um método de controle que proporciona sustentabilidade
devido ao seu baixo potencial residual e por ndo causar danos ambientais. Porém a

maior vantagem concentra-se em um método de controle efetivo para A. diaperinus
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gue pode ser aplicado durante periodo de alojamento das aves, sem causar danos as

mesmas, além de oferecer biosseguridade aos profissionais que as manejam.

5 CONCLUSAO

As linhagens de B. thuringiensis (Br 12, Br 58, Br 67 e Br 137) sdo patogénicas
para larvas de A. diaperinus e somente a linhagem Br 58 é patogénica para adultos.
Por outro lado, nas condi¢cdes de semi campo nenhuma linhagem de B. thuringiensis
foi patogénica a A. diaperinus.

Na determinacéo do perfil genético das linhagens todas apresentaram genes
que expressam toxinas Cry4 e CrylO, alocando estas como pertencentes a
subespécie israelensis, com excecdo da linhagem Br 67 que ndo apresentou

consisténcia de banda, ndo sendo possivel identificar a subespécie da mesma.
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