UnicEUES
Centro Universitario de Brasilia — UniCEUB
Faculdade de Ciéncias da Educacdo e Saude — FACES

Biologia

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE
PRODUTOS COMERCIAIS A BASE DE Bacillus
thuringiensis E Bacillus sphaericus E DA
ELIMINACAO DE ESPOROS EM PEIXES DA
ESPECIE Hyphessobrycon eques.

BARBARA CRISTINA GOMES DE MIRANDA

Brasilia-2008



Centro Universitério de Brasilia— UniCEUB
Faculdade de Ciéncias da Educacdo e Saude — FACES
Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas

Professora: Marina R. Frizzas

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE
PRODUTOS COMERCIAIS A BASE DE Bacillus
thuringiensis E Bacillus sphaericus E DA ELIMINACAO
DE ESPOROS EM PEIXES DA ESPECIE

Hyphessobrycon eques.

BARBARA CRISTINA GOMES DE MIRANDA

Monografia apresentada como requisito para
a conclusdo do curso de Biologia do Centro

Universitario de Brasilia

Orientador: Dr. Eduardo Cyrino Oliveira
Filho (UniCEUB/Embrapa Cerrados).

Brasilia- 2° / 2008



DEDICATORIA

Aos meus pais, Mario e Valdecy, meus irmdos Felipe, Michael e Carol e ao
meu namorado Marcelo. Ao meu orientador professor Dr. Eduardo Cyrino

Oliveira Filho.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Eduardo Cyrino Oliveira Filho, pela orientagédo do
trabalho, e principalmente pela amizade, ensinamentos e dedicacdo no decorrer de
todo o trabalho.

A professora Dra. Marina Frizzas, pela amizade e auxilio no decorrer do
trabalho.

Ao Ms. Felipe Ramos, pelas contribuicdes ao trabalho no fornecimento
dos produtos, realizacdo parcial da metodologia, ensinamentos e dedicacao.

A equipe do LABOCIEN, principalmente aos amigos Edson e Josefa, pela
receptividade amigavel e disponibilidade ao longo da pesquisa.

Aos professores do Curso de Ciéncias Biologicas do Centro Universitario
de Brasilia, por todos os ensinamentos e por toda a confianca e investimento
durante os cinco anos de curso.

As alunas do estagio de toxicologia do curso de Biomedicina pela
participacdo nos ensaios.

Aos colegas de sala, Rafhael e Mariana, pela amizade e incentivos.

Ao Dr. Daisaku lkeda, pelas cartas de incentivos e por me ensinar o
Budismo de Nitiren Daishonin.

A minha familia, que acredita no meu potencial e todos dias me ensina o
valor da vida.

Aos amigos e namorado, pela grande amizade, pelas maravilhosas
conversas e pelos momentos de descontracdo, que com certeza me auxiliaram no
decorrer do trabalho.

A todos, que direta ou indiretamente contribuiram de alguma forma para a
realizacdo deste trabalho.

Muito obrigada!



RESUMO

Bactérias naturalmente patogénicas para os insetos tém sido utilizadas para
reduzir o uso de agrotoxicos e agir no controle bioldégico de insetos pragas de
culturas agricolas, bem como de vetores de doencas. Uma das exigéncias para
registro desses produtos, publicada pela Instrucdo Normativa n°® 03/06 a ANVISA,
IBAMA e MAPA, ¢ a realizacdo dos testes de ecotoxicidade, que determinam 0s
potenciais danos a organismos ndo-alvo do bioinseticida. Neste contexto, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade aguda de dois produtos sobre
peixes da espécie Hyphessobrycon eques e determinar a quantidade de esporos
remanescente no corpo dos peixes apos o término da exposicao. Para a realizagdo
dos ensaios seguiu-se o protocolo experimental da Agéncia de Protegdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA), que recomenda a exposi¢do dos organismos a uma
concentracdo maxima do agente. A cepa utilizada no produto a base de Bacillus
sphaericus foi a S242, e do Bacillus thuringiensis foi a S1806. Foram testadas as
concentracdes dos produtos contendo as bactérias na ordem de 10° 10°, 10%, 10%e
10? esporos por mililitro de dgua de diluicdo. Os peixes foram expostos aos
produtos a base de B. thuringiensis e B. sphaericus por meio do agente dissolvido
na agua. Durante 30 dias 3 peixes foram expostos em duplicata as concentracfes
especificas de cada produto do agente dissolvido e 3 peixes em duplicata para o
controle negativo contendo agua mole sintética. As renovacdes de solucgéo
ocorreram duas vezes a cada semana. Ao final de 30 dias, 0s organismos expostos
e que sobreviveram foram colocados em &gua limpa onde permaneceram por
cinco dias, sendo coletados periodicamente para a quantificacdo do namero de
esporos presentes no corpo de cada individuo. Apés o término da exposicao, foi
observada diferenca entre a toxicidade dos produtos em termos de esporos por
mililitro, contudo em termos do porcentual de diluicdo da formulagdo os
resultados foram muito semelhantes, evidenciando que, os efeitos adversos
causados nos peixes foram devido a toxicidade da formulacdo e ndo das bactérias.
A reducdo do numero de esporos foi significativa no corpo dos peixes ap6s 96
horas de exposicdo em &gua limpa, mostrando que tais produtos ndo sao
persistentes nos organismos.

Palavras-chave: controle bioldgico, espécie ndo-alvo e bioinseticidas.
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1. INTRODUCAO

1.1. Controle bioldgico

O controle biologico é a utilizacdo intencional de organismos para
combater uma populacdo animal ou vegetal prejudicial ao homem
(Samways,1989). O emprego de inimigos naturais nas populacdes de pragas
propiciou o surgimento do controle biolégico aplicado, como uma biotecnologia
baseada na utilizacdo de recursos genéticos microbianos, insetos predadores e
parasitoides, assim como 0s semioquimicos, substancias utilizadas na
comunicacdo intra e inter-especifica (planta-inseto, inseto-inseto) (Aguiar-
Menezes, 2003).

Apo6s a Conferéncia das NacBes Unidas para o Meio Ambiente e
Desenvolvimento (ECO-92), vém crescendo a conscientizagdo da sociedade
guanto aos problemas de conservacdo da qualidade do meio ambiente provocados
por amplas atividades humanas, incluindo as relacionadas a exploracdo
agropecudria. Isso provocou a busca pelo setor agropecuario de tecnologias para a
implantacdo de sistemas de producdo de enfoque ecoldgico, rentaveis e
socialmente justos. Como resposta a essa demanda, a pesquisa cientifica tem
avancado no desenvolvimento de solugbes tecnoldgicas para uma agricultura
sustentavel (Menezes, 2001).

O controle bioldgico, muitas vezes, € utilizado em associagdo a outros
métodos compativeis de controle, como a aplicacdo racional de inseticidas ndo
persistentes, andlogos de feroménios e plantas resistentes ao ataque de insetos
praga (Samways,1989). A tendéncia € aumentar no ambito global as demandas
pela utilizagdo de praticas agricolas menos agressivas ao meio ambiente, uma vez
que o controle biolégico tem as seguintes vantagens: protege a biodiversidade,
maior especificidade e, portanto, com menor risco de atingir organismos nao-
alvos, ndo deixa residuos toxicos em alimentos, agua e solo e aumenta o lucro do
produtor, uma vez que tende a ser mais barato que os agrotoxicos (Menezes,
2001).



1.2. Principais Bacillus utilizados na satde publica e agricultura

Bactérias naturalmente patogénicas para os insetos tém sido utilizadas
para reduzir o uso de agrotoxicos e agir no controle de insetos vetores de doencas.
Para combater insetos vetores de organismos patogénicos na sadde e agricultura, o
mercado mundial de inseticidas chega a gastar de 6 a 8 bilhdes de dblares anuais.
Sendo que os biopesticidas mal chegam a 2,5% desse total. A partir de 1980, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) conjugado a outros setores internacionais
e laboratdrios de pesquisa, estdo desenvolvendo programas para a utilizagdo de
bactérias entomopatogénicas contra 0s insetos veiculadores de organismos
nocivos. E outro importante avanco é o desenvolvimento da biologia molecular a
partir da década de 1980 que permitiu melhorar geneticamente o desempenho
destas bactérias (Petry et al.,2004 ).

No Brasil, algumas espécies de insetos da Ordem Diptera, pertencentes as
familias Culicidae e Simuliidae sdo fundamentais na transmissdo de patdgenos de
doencas humanas. No mundo, a cada ano, cerca de um bilhdo de pessoas sao
acometidas por doencas causadas por organismos patogénicos veiculados por
insetos vetores. Os culicideos, conhecidos como mosquitos, pernilongos ou
muricocas sdo vetores de doencas, como a febre amarela, a dengue, maléria,
leishmaniose e as filarioses, além de encefalites virais. Os géneros mais
importantes para o Brasil sdo Aedes, Anopheles e Culex. A fase imatura desses
insetos é praticamente de habito aquatico, desenvolvendo-se sempre em aguas
paradas naturais ou antropizadas, limpidas ou poluidas (Soares, 2006).

O controle desses vetores de doencas estd sendo utilizado no mundo todo
devido ao interesse em salde publica e para prevenir perdas econdmicas em
agropecudria, tanto em areas rurais como em regides metropolitanas. Impactos
econdmicos negativos e reagdes alérgicas por picadas de borrachudos ocorrem
também em areas turisticas e rurais que agravam o bem-estar da populagdo. No
Brasil, sdo poucos os trabalhos relacionados ao controle com Bacillus
thuringiensis. O Rio Grande do Sul foi o primeiro estado a trabalhar com
biolarvicida e outros estados ja contam com alguns trabalhos (Petry et al.,2004).

Dentre as bactérias usadas no controle biol6gico, B. thuringiensis é



responsavel por até 95% do mercado de bioinseticidas (Praca et al.,2004).
Atualmente, existem muitas formulacGes baseadas em B. thuringiensis dos
sorotipos B. thuringiensis aizawai, B. thuringiensis israelensis, B. thuringiensis
kurstaki e B. thuringiensis brasiliensis (Rabinovitch et al.,2000).

As primeiras estirpes entomopatogénicas descritas de Bacillus sphaericus
foram isoladas na Califérnia a partir de larvas de Culiseta incidens (Diptera:
Culicidae). Atualmente diversas estirpes toxicas sdo conhecidas e sdo utilizadas
para o controle de quase todas as espécies de mosquitos do género Culex,
transmissores de filarioses, assim como o género Anopheles (Diptera: Culicidae),
transmissores da maléria. Por ser inofensiva ao homem, animal e ao meio
ambiente ele é recomendado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em
programas de saude publica (Silva et al.,2002).

Essa bactéria é eficaz quando aplicada em &guas poluidas, sendo assim,
uma 6tima opcdo para 0 combate ao mosquito urbano Culex quinquefasciatus, que
vive em aguas poluidas nas cidades tropicais e subtropicais e € um importante
vetor da filariose bancrofitiana (Regis et al.,1996).

O uso de biolarvicidas, em relacdo aos demais inseticidas quimicos,
possui as seguintes vantagens: ndo persistirem no ambiente por muito tempo apos
a sua aplicacdo, sdo produtos seletivos, ndo fitotoxicos e suas formulagdes

geralmente tém boa resisténcia as condi¢bes adversas (Petry et al.,2004).

1.3. Caracterizac¢ao das bactérias B. sphaericus e B. thuringiensis

Sédo bactérias Gram-positivas em forma de bastonete pertencentes a familia
Bacillaceae. No decorrer do seu ciclo de vida apresentam, principalmente, uma
fase de crescimento vegetativo na qual a bactéria se multiplica por biparticdo e a
fase de esporulacdo que consiste na diferenciagdo da bactéria em esporo
(Monnerat & Praca, 2006).

B. thuringiensis foi pela primeira vez descrita por Berliner em 1911
quando este pesquisador isolou o bacilo de Anagasta kuehniella. Posteriormente,
ele 0 nomeou B. thuringiensis em homenagem a provincia de Thuringia

(Alemanha), onde o primeiro inseto infectado foi encontrado (Polanczyk & Alves,



2003).

A acdo entomopatogénica desta bactéria € devido & producdo de cristais
protéicos durante o processo de esporulacdo. Esses cristais sdo formados por
polipeptidios conhecidos como proteinas Cry que apresentam acao especifica aos
insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Capalbo et al.,2005), além
de dipteros vetores de doencas humanas como os mosquitos do género Culex,
Aedes e Simulium (Berlitz & Fiuza, 2005).

B. sphaericus € uma bactéria conhecida de longa data como produtora de
endotoxinas, recentemente descoberta como importante para controle bioldgico
de culicideos em sua fase larval. Estdo descritas numerosas cepas deste agente
bacteriano, sendo a formulacdo com a cepa 2362 considerada a mais eficiente
para programas de controle de mosquitos, dado a alta toxicidade e custo de
obtencg&o baixo (Germani et al.,1987).

A toxicidade do B. sphaericus é devido a presenca de cristais protéicos
produzidos durante o processo de esporulacdo. Esses cristais sdo formados por
uma toxina binaria composta por duas proteinas que apresentam acao especifica
aos insetos vetores de doengas humanas (Silva et al.,2002).

Os cristais desses Bacillus, ao serem ingeridos pelas larvas dos insetos-
alvo, sofrem agdo do pH intestinal e de proteases, que solubilizam o cristal e
ativam as toxinas. Estas, por sua vez, se ligam a receptores situados no tecido
epitelial do intestino da larva levando a quebra do equilibrio osmético da célula,
que se incha e rompe, extravasando o conteddo intestinal para hemocele do inseto.
Em conseqiiéncia, a larva para de se alimentar, entra em paralisia geral e morre
por inanicdo ou intoxicacdo (Fiuza, 2004).

Essas bactérias ocorrem em diversos ambientes e é facilmente isolada por
métodos simples e eficientes. J& foi isolada de todas as partes do mundo, de
diversos ecossistemas e substratos como o solo, agua, folhas e insetos mortos. No
entanto, a sua distribuicdo e suas relacbes ecoldgicas permanecem em discussao
(Monnerat & Praca, 2006).



1.4. Principais toxinas produzidas por B. thuringiensis e B. sphaericus

Vérias estirpes de B. thuringiensis produzem endotoxinas citoliticas
denominadas de proteinas Cry, que € um dos formadores do cristal protéico.
Estudos realizados sobre a esporulagdo mostraram que o cristal ¢ formado do
segundo estagio da esporulacdo e é liberado quando as células sdo lisadas. A
classificacdo das proteinas Cry baseia-se na similaridade das seqliéncias de
aminoacidos. Existem mais de 300 diferentes genes Cry e estdo agrupadas em 49
classes (Monerat & Praga, 2006). Segundo as autoras, as etapas da esporulagéo e
biogénese do cristal possuem sete estdgios. No primeiro, a célula para seu
crescimento e sua parede celular se modifica; no segundo, o septo de esporulacdo
é formado, e a cromatina € dividida em duas partes, nesse momento aparece uma
estrutura condensada que é o cristal; no terceiro, forma-se o pré-esporo; no quarto,
ocorre 0 crescimento do esporo e a formacdo do cristal; no quinto, forma-se o
envelope esporal em torno do esporo, e o cristal fora desse envelope continuam
seu crescimento; no sexto, o esporo amadurece e o cristal atinge seu tamanho
maximo; no sétimo, a célula se rompe e libera o cristal e o esporo.

Algumas cepas de B. sphaericus possuem acdo semelhante ao B.
thuringiensis, também sintetizam estruturas de cristais, mas de tamanhos
diferentes, no qual o maior componente deste cristal € uma toxina binaria
composta por duas proteinas distintas de 51,4 e 41,9 kDa, denominadas
respectivamente de P51 e P42. Essa bactéria ainda produz trés toxinas adicionais
denominadas de Mtx, Mtx2 e Mtx3. Essas sdo sintetizadas durante a fase de
crescimento vegetativo e ndo se acumulam como cristais (Porter, 1996). As cepas
gue sintetizam a toxina binaria sdo muito toxicas, mostrando um espectro de acao
altamente especifico contra larvas de mosquitos, sendo 0s mais suscetiveis 0s

pertencentes aos géneros Culex e Anopheles (Rabinovitch et al., 2000).

1.5. Regulagéo de bioinseticidas no Brasil

Os produtos biologicos utilizados no controle de pragas agricolas séo
regulados pela Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, que define agrotdxicos e



afins como “os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biologicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da a¢do danosa de seres vivos considerados nocivos”
(Brasil, 1989).

No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento
(MAPA), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Nacionais Renovaveis (IBAMA),
sdo os drgdos federais responsaveis pela Avaliacdo e Registro de Agrotoxicos e
Afins, e para esses produtos exige norma extremamente rigorosa que solicita
varios ensaios. Enquanto que produtos biolégicos a serem utilizados na saude
publica, embora sejam 0s mesmos, sdo regulados pela Lei n° 6.360, de 23 de
setembro de 1976 (Brasil,1976), possui normas menos rigorosas que ndo aborda
questdes ambientais. Sdo avaliados e tém seu registro concedido somente pela
ANVISA, que é um problema de ponto de vista da seguranca ambiental (Oliveira-
Filho, 2005).

No Brasil, os bioinseticidas sdo legalmente denominados de Agentes
Microbiologicos de Controle (AMCs) (Oliveira-Filho, 2007), e definidos pela
Instrucdo Normativa Conjunta n° 3, de 10 de marco de 2006 (Brasil, 2006), como
“os microrganismos vivos de ocorréncia natural, bem como aqueles resultantes de
técnicas que impliquem a introdugdo natural de material hereditario”, utilizados
no controle de espécies nocivas. O registro de AMCs no Brasil € bem recente, 0s
primeiros inseticidas a base de B. thuringiensis datam de 1991(Oliveira-Filho,
2007).

As normas de avaliacdo ecotoxicoldgica sdo similares entre varios paises.
O Canada segue os protocolos e os modelos da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA), e os paises da Unido Européia tém normas
proprias, mas pouco diferencia da USEPA (Oliveira-Filho, 2007). O modelo de
avaliacdo em trés fases orientado pela Organizagdo Mundial de Saude propde: na

fase 1, a realizacdo de testes de toxicidade basicos; na fase IlI, testes



complementares se houver evidéncias de efeitos na fase I; e na fase Ill, testes de
mais alta complexidade, quando houver danos evidentes na fase Il. A fase inicial
apresenta os testes que sdo os mais executados (Meirelles & Santos, 2006).

Foram estabelecidos os critérios e exigéncias para o registro e a avaliacéo
de um AMC. Dentre as exigéncias previstas na Instru¢cdo Normativa Conjunta
publicada em 2006 pela ANVISA, o IBAMA e o MAPA encontram-se os testes de
ecotoxicidade para a predicdo da periculosidade ambiental dos produtos. Esses
testes consistem em determinar potenciais danos a organismos ndo-alvo do
bioinseticida.

O uso de preparacOes a base de B. thuringiensis sorovar israelensis foi
aprovado pela “U.S. Enviromental Protection Agency” (EPA), em 1981, e o
registro do uso comercial de B. sphaericus, nos Estados Unidos e na Europa foi
obtido em 1990. Vérias formulagdes de biolarvicidas sdo produzidas por diversas
companhias e estdo disponivel comercialmente. As tabelas 1 e 2 apresentam
alguns desses produtos, que vém sendo utilizados para o controle biolégico em
muitos paises tropicais ( Rabinovitch et al. ,2000).

No Brasil, os inseticidas industrializados elaborados com essas bactérias
ndo tém sido utilizados na plenitude das vantagens que oferecem para o controle
de vetores de interesse em salde publica. Enquanto os inseticidas convencionais
vém sendo utilizados em grande escala. E também, ndo existe uma politica oficial
estabelecida e praticada pelo governo federal que determine e estimule o emprego
desses bioinseticidas no controle de vetores de doengas humanas (Rabinovitch et
al., 2000).

Tabela 1: Alguns produtos comercialmente disponiveis a base de B. sphaericus.
Fonte: Rabinovitch et al. , 2000.

Nome Empresa/Origem Tipo de formulagdo
Vectolex CG Abbott Lab./EUA granulos

Biolar Spherix Biotech Internaciona Limited/india p6 molhavel
Griselesf 2362 Labiofam/Cuba suspensao agquosa
Spherico SC Geratec/Brasil suspensao aquosa

Spherimos FC Nowvo Nordisk/EUA concentrado emulsionavel




Tabela 2: Alguns produtos comercialmente disponiveis a base de B. thuringiensis
sorovar israelensis. Fonte adaptada: Rabinovitch et al.,2000.

Nome Empresa/Origem Tipo de formulag&o
Mosquito Dunks Summit Chemical Co./EUA tabletes

Bactimos Briquets Summit Chemical Co./EUA briquetes

Aquabac 200G Becker Microbials/EUA granulos

Vertobac G e CG Abbott Lab./EUA granulos

Bactimos WP Nowo Nordisk/Dinamarca pé molhawel
Tecknar Zeneca/Brasil pé molhawel

Biocul Bactoculicide Biotech Internaciona Limited/india ~ p6 molhéawel
Vertobac AS Abbott Lab./Brasil suspensao aquosa
Bactivec Labiofam/Cuba suspensdo aquosa

1.6. Efeitos dos Bacillus sobre organismo nao-alvo

A bactéria B. thurigiensis foi um dos primeiros microrganismos utilizados
como bioinseticidas, e diversas investigacdes sobre periculosidade ambiental
foram realizados. Sobre B. sphaericus ainda existe poucos dados sobre o efeito em
invertebrados e espécies aquéticas. A aplicacdo antropica dos AMCs gera
preocupacdo com a seguranca ambiental, apesar de serem patdgenos naturais de
espécies-alvo. Questionamentos desse tipo tém motivado experimentos desde o
desenvolvimento das AMCs, com o principal enfoque na observacdo de efeitos
sobre insetos ndo-alvo, algumas aves e peixes. Maior temor ocorreu quando a
proposta de uso de AMCs, em ambientes aquaticos, para combater larvas de
insetos vetores de doencas (Oliveira-Filho, 2007).

A obtencdo de dados sobre efeitos adversos em organismos aquéaticos
torna-se de grande relevancia. Os testes de ecotoxicidade que visam predicdo da
periculosidade ambiental dos produtos dos B. thuringiensis e B. sphaericus, sdo
necessarios para detectar danos potenciais a organismos ndo-alvo. E uma
importante avaliagdo é a taxa de eliminagdo determinada ap6s o término dos
ensaios, para identificar a presenca dos microrganismos no corpo da espécie
exposta (Ramos et al., 2007).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
toxicidade aguda de dois produtos comerciais, sendo um a base de B.
thuringiensis e outro de B. sphaericus, sobre peixes da especie Hyphessobrycon

eques (mato grosso) e determinar a quantidade de esporos remanescente no corpo



dos peixes apds o término da exposicao.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local dos ensaios

Os ensaios foram realizados nas dependéncias do LABOCIEN no Centro
Universitario de Brasilia e no laboratério de Bacteriologia da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Brasilia/DF), no periodo de setembro a outubro de
2008.

2.2. Descricao dos produtos a base de B. thuringiensis e B. sphaericus

Os produtos a base dos B. thuringiensis e B. sphaericus foram fornecidos
pelo fabricante com as respectivas concentracbes iniciais de 1,6x10° e
1x10’esporos/mL, mantidos na embalagem original e conservados em local
fresco, seco e ventilado. A cepa utilizada do produto a base de B. sphaericus foi a
S242 e do B. thuringiensis foi a S1806, ambas desenvolvidas pela Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2.3. Caracterizacdo do H. eques (mato grosso)

A espécie Hyphessobrycon eques Steindachner,1882 (mato grosso),
pertence & Ordem Characiformes e a familia Characidae, representado na figura 1.
Essa espécie conhecida como mato grosso vive sempre em grandes cardumes, é
considerado carnivoro, que se alimenta de invertebrados, bentbnicos ou
zooplancténicos. Toleram uma faixa de variacdo de temperatura entre 16 a 33 °C e
pH entre 4,5 e 8,0, mostrando ser bem resistente a essas variaveis (Matheus,
2006).

O habitat desse peixe se estende desde a Amazonia até o sul do Brasil,
Paraguai, Bolivia e Pantanal do Mato-Grosso. Encontram-se ainda nos rios Parana
e Paraguai. H. eques é bem utilizada na préatica de aquarismo, podendo viver anos
no aquario, mas sdo suscetiveis a toxicidade e extremamente vulneraveis ao cloro,

podendo morrer em alguns minutos. Esse peixe aceita qualquer tipo de racéo e é



facilmente adaptavel ao aquario, de preferéncia com boa iluminacdo e plantas
aquaticas naturais (Matheus, 2006).

Ainda de acordo com o mesmo autor, a preferéncia alimentar H. eques
seria as larvas do mosquito Aedes aegypti (Diptera), por conter partes moles e
facilmente digeriveis, com exce¢do da capsula cefalica, que é quitinizada.

Essa espécie de peixe pode ser considerada com potencial para o controle
bioldgico, por apresentar selecdo positiva para as larvas de A. aegypti. E também é
adaptada a viver em pequenos volumes de aguas lénticas, podendo entdo, ser
utilizada em época de epidemia de dengue para controle das larvas em pequenos
acudes rurais, em caixa d’agua, bebedouros de animais ou em recipientes com
agua (Matheus, 2006).

Figura 1: Peixe H. eques. Fotografia: Rosana Bernardes Silva.

Foram adquiridos comercialmente 54 peixes entre jovens e adultos, com
comprimento entre 2,5 a 3,0 cm. Os peixes foram alimentados diariamente com a
racdo de marca Tetramin Tropical Flakes para peixe. E mantidos em agua mole
sintética padronizada pela ABNT e realizada as trocas da agua duas vezes por

semana.



2.4. Agua mole sintética

Durante a realizacdo dos ensaios foi utilizada a &gua mole sintética, que foi
preparada de acordo com as normas da Associacdo de Normas Técnicas (ABNT,
2004), sendo necessario dispor de duas solugdes. A primeira, de 1,5g de sulfato de
calcio (CaSO42H,0) avolumado com &gua destilada para 1 L. Na segunda, 0,29
de cloreto de potassio (KCL), 4,8 de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e 6,1g de
sulfato de magnésio (MgSQO47H,0) diluidos um a um em baldo de 1000mL e
avolumado com agua destilada para 1L . As solucdes ficaram armazenadas em
geladeira dentro de frasco ambar.

Para 10L de agua foram necessarios 200mL da solucdo 1 e 100mL da
solucdo 2, avolumando o restante com agua destilada. Antes da utilizacdo nos
ensaios a agua foi oxigenada por 48 horas e depois o pH foi ajustado para 7,0 £
0,2.

2.5. Determinacao da toxicidade aguda dos produtos

Para realizacdo dos experimentos seguiu-se a metodologia de Oliveira-
Filho et al. (2007) e o protocolo experimental da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA), que recomenda a exposi¢do dos organismos a uma
concentracdo maxima do agente. Foram testadas as concentracfes dos produtos
contendo as bactérias na ordem de 10°, 10°, 10*, 10° e 10 esporos por mL de &gua
de diluicdo. Os peixes foram expostos aos produtos a base de B. thuringiensis e B.
sphaericus por meio do agente dissolvido na agua. Na tabela 3 estdo apresentadas
as concentracdes e a quantidade de peixes testados para cada produto.

Durante 30 dias 3 peixes jovens e adultos foram expostos em duplicata as
concentracdes especificas de cada produto do agente dissolvido e 3 peixes em
duplicata para o controle negativo contendo dgua mole sintética, num volume de
1000 mL, em béqueres de 1000 mL. As trocas de solugdo ocorreram duas vezes a

cada semana.



Tabela 3: ConcentracGes de esporos/mL testadas para cada produto a base B.
thuringienses (Bt) e B. sphaericus (Bs) nos peixes H. eques.

Produto N° de peixes Concentracédo esporos/mL
Bt 6 10°,10° e 10°
Bs 6 10°% 10°, 10%, 10° e 107
Controle negativo 6 -

2.6. Ensaio de identificagdo da presenca de microrganismos no corpo dos

peixes

Conforme metodologia de Ramos et al. (2007), ap6s 30 dias o0s
organismos expostos foram colocados em &gua limpa, conforme tabela 4, onde
permaneceram por 96 horas, sendo coletados periodicamente. Esse material foi
encaminhado ao laboratério de Bacteriologia da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Brasilia/DF) para a quantificacdo do nimero de esporos presentes
em cada individuo.

Foram coletados aleatoriamente dois peixes expostos para cada
concentracdo, esses organismos foram macerados em 2 mL de dgua destilada e
depois aplicou-se um chogue térmico em cada uma das solucdes de peixe - B.
thuringiensis e peixe- B. sphaericus. Em seguida, 100uL de cada uma dessas
solugdes foi riscado em placas com meio seletivo de penicilina (para o produto de
B. thuringiensis) e estreptomicina (para o produto de B. sphaericus). As placas

foram incubadas por aproximadamente 22h para posterior observacédo e contagem.

Tabela 4: Quantidade de individuos de cada concentracdo utilizados na
quantificacdo da presenca de esporos

Concentracdo  Numero Tempo apés término de exposi¢ao
de peixes 1h 48h 96h
Bs - 102 6 2 2 2
Bs - 103 6 2 2 2
Bt - 10% 6 2 2 2
Bt - 10° 1 1 0 0




2.7. Andlise estatistica

Os valores de Concentracdo Letal para 50% (CL50) dos peixes foram
obtidos por meio do método Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 1977)

disponivel em programa para computador.



3. RESULTADOS

A exposicdo as concentragdes de 1,6x10° e 1,0x10° esporos/mL dos
produtos a base de B. thuringiensis e B. sphaericus respectivamente, resultaram
em mortalidade dos peixes H. eques ap6s duas horas de exposicdo. Nessas
concentragfes 0s peixes exibiram sinais de desconforto respiratério, agitacdo e
nadaram na superficie da agua.

As concentragbes de 1,0x10° e 1,6 x 10° esporos/ mL resultaram em
mortalidade de 83 a 100% dos peixes ap0s de duas horas de exposi¢éo ao produto
a base de B. sphaericus e ap6s 14 dias para o produto a base de B. thuringiensis.
A concentracdo 1,0x10 esporos/ mL do produto & base de B. sphaericus levou a
100% de mortalidade dos peixes em 24h de exposicdo apresentando sinais de
estresse. Nessa mesma concentracdo o produto a base de B. thuringiensis ndo
resultou mortalidade nos peixes e nem sinais de desconforto respiratorio.

No decorrer dos 30 dias ndo houve mortalidade ou sinais de estresse nas
concentracdes inferiores para cada produto. Na tabela 5 é possivel observar a

mortalidade dos peixes em todas as concentracdes testadas.

Tabela 5: Mortalidade de H. eques expostos aos produtos a base de B.
thuringiensis (Bt) e B. sphaericus (Bs) ap6s 30 dias de exposicao.

Unidades de concentracao

N° de Diluicao do produto (%) Mortalidade
peixes  esporos/mL Produto Bt Produto Bs Produto Bt Produto Bs
6 10° - 0,001 - 0
6 10° - 0,01 - 0
6 10° 0,01 0,1 0 6
6 10° 0,1 1 5 6
6 10° 1 10 6 6

Foi calculada a CL50 em 30 dias para o produto a base de B.
thuringiensis apresentando o valor de 0,05% (0,02-0,09) ou 4,6x10* esporos/mL e
0,03% ou 3,1x10° esporos/mL para o produto & base de B. sphaericus. Os

resultados mostram que para os produtos os valores em termos de percentuais de



diluicdo ficaram bastante proximos, enquanto houve diferenga em termos de
esporos por mililitro. A tabela 6 apresenta os valores calculados para as

concentracdes de esporos por mililitro e a porcentagem de dilui¢do do produto.

Tabela 6: Valores de CL50 (30 dias) dos produtos a base B. thuringiensis (Bt) e B.
sphaericus (Bs) para o peixe H. eques.

Concentragéo CL50
Bt Bs
Esporos/mL 4,6x10* 3,1x103
(2,3x10%-9,3x10%
Diluic&o do produto (%) 0,05 0,03
(0,02 - 0,09)

Conforme tabela 7 pode-se observar que na primeira hora de exposi¢édo
em agua limpa foi encontrada quantidade maior que 6.580 esporos (UFC) na
solucdo peixe-B. thuringiensis. Nesse tempo nenhum esporo foi encontrado na
solucdo de peixe-B. sphaericus. Na amostragem apds 48 horas, foi encontrada
guantidade maior que 320 esporos (UFC) na solucdo peixe-B. thuringiensis,
mantendo-se a auséncia na solucao peixe-B. sphaericus. Apos 96 horas, observou-
se que haviam restado apenas 03 esporos (UFC) na solucdo peixe-B. thuringiensis
e mantendo-se auséncia na solucdo peixe-B. sphaericus. Esses dados mostram que
houve reducédo dos esporos no corpo dos peixes no decorrer 96 horas de exposicao
em 4gua limpa para o produto & base de B. thuringiensis na concentracio 1,6 x 10*
esporos/mL. E os peixes expostos ao produto a base de B. sphaericus, observou-se
que haviam eliminado por completo as bactérias de seus corpos.

Tabela 7: Quantidade média de esporos no corpo dos organismos em funcdo do
tempo de exposicao.

Concentracédo Média de esporos em cada tempo
esporos/mL 1h 48h 96h
Bs - 102 0 0 0
Bs—10° 0 0 0
Bt — 10* > 6580 320 3

Bt—10° >10.000 - -




4. DISCUSSAO

A mortalidade observada durante a exposicdo as concentracdes de 10° e
10° esporos/mL do produto & base de B. thuringiensis e s concentracdes de 10°,
10° e 10* esporos/mL do produto & base B. sphaericus, também foi observada em
outros estudos com o peixe Pimephales promelas (Snarski, 1990) e Oncorhynchus
mykiss (Boeri, 1991). Nos trabalhos de Snarski (1990) e Boeri (1991) essa
mortalidade foi atribuida a falta de oxigénio pelo excesso do produto na &gua.

Essa mesma falta de oxigénio foi observada no presente experimento a
partir da visualizacdo de desconforto e dificuldade dos peixes H. eques ao respirar,
apresentando agitacdo e constante subida a superficie do béquer. Por outro lado os
individuos do grupo controle ndo apresentaram tal desconforto ao respirar e
permaneceram no fundo do béquer sem nenhuma agitacé&o.

Snarski (1990) observou mortalidade dos peixes da espécie P. promelas
em um estudo sobre a exposicdo a duas formulacdes comerciais a base de B.
thuringiensis, Vectobac G e Mosquito Attack. Devido ao registro de alta deplecéo
de oxigénio dissolvido na agua nas concentracdes 2,5 x 10° a 6,5 x 10° unidades
formadoras de coldnias UFC/ml de ambas as formulacBes. Segundo a autora, 0s
peixes apresentaram estresse respiratorio.

No presente estudo ndo foi observado efeito adverso nos peixes H. eques
expostos por 30 dias & concentracdo 10* esporos/mL do produto & base de B.
thuringiensis e as concentracdes 10° e 10? esporos/mL do produto & base B.
sphaericus. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (1999), ndo houve
evidéncias de mortalidade, patogenicidade ou infectividade em um estudo com
espécies de peixes expostos por 30 dias a concentracéo entre 10° e 10'° UFC/mL.
Em outro estudo com B. thuringiensis kurstaki, foi observada a mortalidade de
20% de trutas expostas ao final de 32 dias, sendo atribuida a excessiva competicdo
pelo alimento na &gua, muito turva pela presenca das altas concentra¢fes do
microorganismo (Boeri, 1991).

Dados obtidos por Oliveira-Filho (Comunicagdo Pessoal) relatam uma
CL50 em 30 dias de 0,05% (0,03-0,08) ou 4,6x10° esporos/mLdo produto & base
de B. sphaericus para o peixe da espécie Danio rerio. Tais resultados em

comparacdo com os dados da tabela 6 mostram que para os produtos a base de B.



sphaericus e B. thuringiensis os valores em termos percentuais ficaram bastante
proximos, enquanto houve diferenca em termos de esporos por mililitro, 0 que
leva a crer que € a formulacéo que esta causando a toxicidade, e evidenciando que
qguanto mais concentrado em termos de esporos por mililitro for o indculo inicial
do produto menos toxico ele serd, pois a maior dilui¢do para uso final reduziré a
possivel toxicidade observada pela formulagéo do produto.

Oliveira-Filho et. al. (2007), demonstraram o efeito agudo de duas cepas
de B. thuringiensis sem a formulacdo quimica — S1905 e S1806, e duas de B.
sphaericus — S242 e S260 para o peixe D. rerio, nas concentragdes de 1x10° e
5x10° unidades por mL. Apés o término da exposicao, foi observada auséncia de
mortalidade e de quaisquer sintomas de intoxicacdo, dado esse que evidencia que
as cepas testadas ndo apresentaram efeito adverso agudo aos peixes expostos da
espécie D. rerio. Duas das cepas utilizadas nesse ensaio foram as mesmas do
presente estudo, o0 que deixa evidente que a mortalidade dos peixes H. eques néo
foi causada pelos Bacillus.

Os autores Gitahy et al. (2006) relatam que os Bacillus afetam espécies de
insetos, sendo utilizados como agentes de controle biolégico ha mais de cinco
décadas e afirma que as cepas ndo tém efeitos sobre o homem ou animais,
excluindo os insetos alvo de controle.

Embora se tenha utilizado as concentracdes maximas recomendadas pelo
protocolo de ensaios da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA, 1996), observou-se que os valores que provocaram 100% de mortalidade
dos peixes em ambas as formulacGes estavam acima do recomendado. Nos
programas de saude recomenda-se utilizar uma gota do produto para um litro de
4gua, isso equivale as concentracdes de 10* e 10° esporos/mL do produtos & base
de B. thuringiensis e B. sphaericus respectivamente. E nessas concentragfes o
produto ndo causou efeito adversos nos peixes do presente estudo.

Snarski  (1990) também utilizou concentracbes maiores que 0
recomendado, e sugeriu que os efeitos adversos observados nos peixes foi devido
aos componentes das formulacdes e ndo ao cristal protéico da bactéria B.
thuringiensis. A autora adverte sobre a necessidade de considerar os potenciais

efeitos dos componentes das formulagbes durante as avaliagfes de riscos



ambientais para os produtos biol6gicos.

Segundo revisdo de literatura realizado por Oliveira-Filho (2007), nos
casos estudados em que foi registrado algum tipo de efeito adverso, os danos
foram justificados pelo contato fisico ou pela alta concentragcdo do produto, o que
pode gerar aumento da turgidez da agua, supressdo do oxigénio ou toxicidade dos
componentes quimicos presentes nas formulagoes.

Os resultados do ensaio da eliminacdo dos esporos de B. thuringiensis
presentes no corpo dos peixes mostraram que no periodo de 96 horas, houve
reducdo consideravel do numero de esporos de B. thuringiensis nos corpo dos
peixes. J& os esporos B. sphaericus foram eliminados completamente desde a
primeira hora de exposicdo em agua limpa. Nos trabalhos de Snarski (1990) e
Oliveira-Filho et al. (2007), a quantidade de esporos também caiu a cada periodo
de exposicdo em &gua limpa e a eliminacdo por completo dos esporos ocorreu
apos 07 dias. Além disso, Snarski (1990) revelou que ndo houve a colonizagdo das

bactérias no intestino e a presenca das bactérias foi indiferente para os peixes.



5. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho permitem concluir que ndo houve
mortalidade e outros sintomas de toxicidade aguda por influéncia das cepas do B.
thuringiensis e B. sphaericus sobre peixes da espécie H. eques. Contudo, a
formulagdo quimica dos produtos a base dessas bactérias evidenciou efeito
adverso agudo a espécie de peixe testada. Esse dado evidencia a necessidade de
mais estudos sobre a toxicidade aguda das formulagdes quimicas dos produtos
biologicos.

Houve reducéo significativa dos esporos de B. thuringiensis no corpo dos
peixes e ndo houve acumulacdo de B. sphaericus no periodo de 96 horas apds
término da exposicéo.

Com o aumento da demanda pela utilizacdo de praticas menos agressivas
ao meio ambiente, por alimentos mais saudaveis e melhor qualidade de vida,
torna-se fundamental a avaliacdo da toxicidade dos bioinseticidas, ja que existe

grande tendéncia para que o uso desses produtos seja ampliado em todo 0 mundo.
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