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1 INTRODUCAO

As trés principais espécies de mosquitos que veiculam a maioria dos
patdbgenos humanos pertencem aos géneros: Anopheles, Culex e Aedes. A selegao
do local de oviposicao pelas fémeas de mosquitos € influenciada por fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos, como luz, temperatura, presenga de vegetais e/ou de seus
produtos (DU & MILLAR, 1999), presengca de microrganismos e seus produtos
(McCALL & EATON, 2001), salinidade (ROBERTS, 1996) e presenca de formas
imaturas (ALLAN & KLINE, 1998 e SOMAN, 1970). O controle satisfatorio das
populacdes desses dipteros € impedido pela sua enorme habilidade reprodutiva e
flexibilidade genética, o que se manifesta através do desenvolvimento de resisténcia
a inseticidas, levando a constante procura por novos produtos (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1998).

O Bacillus sphaericus (Bs) € uma bactéria patogénica para as larvas de
mosquitos e a atividade se da devido a sintese de uma toxina binaria associada a
esporulagdo a partir de genes reunidos em um operon, que consiste de dois
componentes com pesos moleculares de aproximadamente 42 kDa (BinA) e 51 kDa
(BinB) que é toxica somente quando ambos os peptideos estdo atuando juntos
(BROADWELL et al., 1990).

As bactérias entomopatogénicas sdo utilizadas em escala mundial, com
algumas limitacdes, tais como, a sedimentacéo rapida do complexo esporo/cristal
fora da zona de alimentagédo larval (KARCH & CHARLES 1987), inativacdo da
toxicidade por luz UV (LACEY & SMITTLE 1985) e resisténcia do mosquito (RAO et
al., 1995). Outro problema de grande importancia na utilizacdo desses bacilos é a
instabilidade dos plasmideos nativos onde estdo os genes que codificam para as
entomotoxinas. Em escala industrial, o numero de plasmideos € reduzido
gradativamente e a capacidade téxica torna-se inviavel (GONCALES et al., 2009).

Assim, a utilizagdo de outros organismos para a expressao das proteinas
mosquitocidas de Bs que superem as dificuldades mencionadas € uma alternativa
no controle biologico de mosquitos. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a
estabilidade das proteinas recombinantes produzidas em Escherichia coli e a
preferéncia de oviposicéo a diferentes atrativos (apneumdnios) das fémeas de Culex
quinquefasciatus.
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2 MATERIAL E METODOS

A populagdo de mosquitos foi obtida da colecdo do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Pelotas.

Os esporos de Bs 2362 foram semeados em meio NYSM (MYERS &
YOUSTEN, 1978) contendo agar e cultivados por 12h a 30°C. A partir das colbnias,
fez-se um pré-indculo em 5 mL de meio NYSM e cultivou-se em shaker a 300 rpm
por 72h a 30°C. Posteriormente, as culturas foram inoculadas em frascos de 50 mL
com meio NYSM em shaker a 300 rpm, 30°C, deixando-se por aproximadamente
72h até sua completa esporulagdo. Em seguida, centrifugou-se a cultura a 3000 x g
por 10 min.

Para a construgdo do vetor de expressao em E.coli, os genes das proteinas
mosquitocidas de Bs foram amplificados com oligonucleotideos iniciadores
especificos, clonados e fusionados em vetor de expressdo em E.coli (pPAE-bIinAB). A
expresséo das proteinas recombinantes foi induzida com IPTG 0,5M por 12h a 30°C
junto a cepa controle ndo transformada.

Ensaio da estabilidade das proteinas inseticidas

A estabilidade das proteinas foi analisada durante 5 meses armazenadas a
duas temperaturas. Culturas da cepa de E.coli recombinante foram estocadas a 4°C
e 25° C. O teste de atividade larvicida foi realizado durante um intervalo de 15 dias,
utilizando larvas de segundo instar de C. quinquefasciatus. O ensaio foi realizado
com 1 mL de E. coli (10® células suspendidas em agua destilada estéril) em placas
de microtitulagdo com 48 cavidades (11,3 mm de didmetro), contendo 10 larvas por
cavidade mais 200 yL de E.coli recombinante. A mortalidade foi avaliada apds 24h
de incubacao.

Avaliacao dos atrativos de oviposicéo para Culex quinquefasciatus

A preferéncia dos substratos para oviposicdo das fémeas de C.
quinquefasciatus, foi comparada usando atrativos de E.coli recombinante e Bs. A
bactéria foi semeada em agar nutriente a 37°C para E.coli e 30°C para Bs por 16h.
Uma colénia de cada bactéria, escolhida aleatoriamente, foi utilizada para uma
subcultura de 10 mL em meio Luria Bertani (SAMBROOK, 1989) a 37°C por 16h.
Entado, as culturas foram suspendidas em agua destilada estéril na concentragao de
3x10® UFC/mL. Para a avaliagdo dos atrativos, uma coldnia de 60 casais de
C.quinquefasciatus recentemente emergidos (5 a 7 dias de idade) foram mantidos
em uma gaiola sob condigbes de 25°C (+2° C), fotoperiodo de 12h e umidade
relativa > 80%. A alimentacao diaria foi fornecida por uma solugcéo de mel a 10%. O
repasto sanguineo foi feito mediante a exposi¢do de uma codorna mantida na gaiola
por um periodo de 12 horas. Cinco dias apds a hematofagia, os substratos para
oviposicdo foram expostos a colénia por trés dias consecutivos. Os ovos foram
coletados todos os dias no mesmo horario. O experimento foi realizado em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A cultura de E.coli recombinante foi estocada a 4°C e 25°C para testar a
estabilidade durante 5 meses. As culturas de bactérias transformadas foram
eficientes em matar as larvas apds esse periodo, porém as culturas armazenadas a
4°C apresentaram maior toxicidade do que as estocadas a 25°C. Os resultados tém
sido promissores em comparag¢ao com as culturas de Bs estocados sob as mesmas
condicbes durante o mesmo periodo. Apos 5 meses, as culturas de E.coli,
expressando as (Bin) proteinas, mantiveram a atividade inseticida (Figura 1).
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Os resultados de inativacao por tempo de exposicao a diferentes temperaturas
nao causou danos as proteinas.
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Figura 1. Ensaio de estabilidade das proteinas de E. coli recombinante estocadas a 4°C e 25°C durante 5
meses. Ope é a E. coli transformada com o vetor pAE-binAB, Bs é o Bacillus sphaericus e Ec é a E. coli

Tem sido mostrado que ndo se faz necessario a presenca de bactérias no
material utilizado como atrativo (POONAM, PAILY, BALARAMAN, 2003), sendo
necessarias apenas as solucdes de cultivo previamente filtradas. Deve-se lembrar
também que as bactérias utilizadas nesses experimentos sdo cepas nao
patogénicas, facilitando assim sua utilizagdo. Além disso, a estabilidade das
proteinas recombinantes permite o armazenamento por longos periodos para a
utilizagdo no controle de mosquitos. Segundo GEETHA et al., (2003) e POONAM,
PAILY, BALARAMAN, (2003) microrganismos, especialmente bactérias, tém sido
encontradas associadas a larvas de mosquitos. Dessa forma, sugere-se que
bactérias podem servir de atrativo para oviposicdo das fémeas de mosquitos.

Os dados sobre a porcentagem de ovos postos pelas fémeas de C.
quinquefasciatus na cultura de Bs comparada com a de E.coli sdo mostradas na
(figura 2). Os resultados indicam que a cultura de E. coli teve atragdo maior de
oviposigao (49,1 %), seguido do Bs (35,1%), as porcentagens de ovos nessas duas
culturas também foram maiores do que na agua (15,8%).
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Figura 2. Ovos por jangadas previstos (%) de C. quinquefasciatus na cultura de bactérias. Bs: B. sphaericus; Ec:
E. coli recombinante.

A diferencga no total de posturas entre os tratamentos de oviposigao, sugeriu
que a E. coli recombinante € util como atrativo e como um estimulo a oviposigao.

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram a viabilidade da utilizagdo de E. coli
recombinante como um produto da biotecnologia. Sugere-se que €& possivel a
utilizacdo de solugcbes contendo as bactérias recombinantes para controle de
mosquitos em areas endémicas. Assim, o produto funciona como uma armadilha
para larvas recém nascidas que entram em contato com a solucdo contendo
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proteinas da bactéria inativada para controlar os mosquitos. APOIO: CAPES,
FAPERGS
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