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RESUMO

Musca domestica é considerada umas das pragas mais prejudiciais a producao intensiva
de aves poedeiras devido seu alto poder reprodutivo e elevado potencial de agir como
vetor mecanico de varios agentes causadores de doencas. Atualmente a sociedade vem
procurando novas formas de controle de pragas, ja que o uso constante e indiscriminado
de produtos quimicos tem levado a casos de intoxicacdo em humanos e animais, além
de selecionar populacBes cada vez mais resistentes, deixar residuos no ambiente e nos
alimentos e prejudicar insetos importantes para o equilibrio biolégico. No intuito de
desenvolver outra forma de controle para M. domestica, o presente trabalho selecionou
estirpes de Bacillus thuringiensis promissoras para atuarem como agentes de
biocontrole de M. domestica. Dessa forma, no teste seletivo foram testadas 22 estirpes
de B. thuringiensis, onde duas mostraram-se virulentas para larvas da mosca.
Bioensaios para determinacdo de eficacia do tratamento larval foram realizados e as
estirpes testadas (S601 e S599) mostraram-se promissoras para o controle de larvas de
M. domestica em todas as concentragles testadas (20; 15; 10; 5; 1; 0,5; 0,25;
0,125mg/g). Em outra etapa, o estudo caracterizou os hemacitos da hemolinfa de larvas
de M. domestica por identificacdo e quantificacdo dos tipos celulares presentes na
hemolinfa, estudou ainda o efeito do tratamento com a estirpe S599 de B. thuringiensis
na contagem total das células, contagem diferencial celular e no tamanho das células,
utilizando-se para esta finalidade a microscopia 6tica. Realizou-se coletas nos tempos de
12, 24, 48 e 72 hrs. Foram encontrados cinco tipos celulares: pré-hemacitos,
plasmatécitos, granulécitos, oenocitoides e esferulécitos, sendo os plasmatocitos as
células em maior nimero, os pro-hemdcitos as menores células encontradas e 0s
oenocitoides as maiores células encontradas. O tratamento com B. thuringiensis ndo
alterou as caracteristicas morfologicas dos hemacitos, assim como ndo alterou a
contagem diferencial das células; no entanto, o0 nimero total de hemaocitos na hemolinfa
aumentou significativamente 48 horas apds tratamento das larvas. As estirpes de B.

thuringiensis selecionadas sdo possiveis agentes de biocontrole de M. domestica.
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ABSTRACT

Musca domestica is considered one of the most harmful pests to the egg industry due to
its high reproductive capacity and great potential of acting as a mechanical vector of
many pathogenicagens to the egg-laying hens. Currently, the society is interested in
alternative methods for pest control, once the constant and indiscriminate use of
chemical products has caused intoxication to humans and domestic animals. Also, the
irregular use of chemicals has selected resistant fly populations, accumulated chemical
residues in the environment and food, and eliminated insects important to the natural
control of flies. In order to develop alternative methods to control M. domestica, this
study investigated Bacillus thuringiensis strains able to act as promising biological
control agents. Twenty two strains of B. thuringiensis were tested in a screening assay
for selecting the most virulent ones; one third of them were virulent to M. domestica
larva, and two of them were selected for the next tests. Bioassays were conducted with
the strains S601 and S599 to determine the larval treatment efficiency; they showed
efficiency to control larva of M. domestica in all concentrations tested. The current
study also characterized the hemocytes from hemolymph of larva of M. domestica by
their identification and quantification; also, we evaluated the effect of the strain S599 of
B. thuringiensis infection to the total hemocytes counts, and number and size of
hemocyte types, using optical microscopy. Collections were made at the times of 12, 24,
48 and 72 hrs. Five hemocyte types were found: prohemocytes, plasmatocytes,
granulocytes, oenocytoids and spherulocytes, in which plasmatocytes were found in
superior number. Prohemocytes were the smallest cells observed, and oenocytoids were
the biggest ones. The treatment of M. domestica larva with B. thuringiensis did not
change morpholigical characteristics of hemocytes, as well as it did not modify the
counts of hemocyte types. The total number of hemocytes in the hemolymph, however,
increased significantly 48 hours after the larval treatment. B. thuringiensis strains
selected in the current study are promising agents for biological control of M.

domestica.

13



1. INTRODUCAO

Desde 2011, o Brasil ocupa a sétima posicao entre os maiores produtores de
ovos do mundo. Em 2015 a produgéo foi de 39,5 bilhGes de ovos, com um consumo per
capta de 191,7 ovos por habitante, 91,2 milhdes de aves alojadas e apenas 1,5% da
producdo foi direcionada ao mercado externo; sendo as granjas em sua maioria,
pequenas e médias, representando 76,56% dos produtores do pais (Camerini 2012; Lot
et al. 2005). Nesses tipos de propriedades, a criacdo ¢ feita de forma convencional, onde
as aves sdao alojadas em gaiolas de arame galvanizado, dispostas em andares semi-
sobrepostos, com distanciamento do solo para permitir 0 armazenamento temporario
dos dejetos, que permanecem nesse local por longos periodos (Augusto e Kunz 2011).
Esse substrato armazenado € excelente para o desenvolvimento de dipteros
sinantrépicos, dos quais Musca domestica Linnaeus, 1758 (Diptera: Muscidae)
representa 90% (Potenza e Tucci 2014).

M. domestica é um inseto com ampla distribuicdo geogréfica, considerada
praga na avicultura de postura, uma vez que atua como vetor de inimeros patdgenos de
importancia médica-veterinaria, tais como: virus, bactérias, fungos, protozoarios e
helmintos (Potenza e Tucci 2014; Axtel e Arends1990).

As moscas causam prejuizos diretos e indiretos. Os prejuizos indiretos séo
caracterizados pela transmissao de agentes patogénicos intra e inter-espécies. Dentre 0s
prejuizos indiretos pode-se citar as coccidioses, que sozinhas foram responsaveis por
um prejuizo de 1,5 bilhdes de dolares em 2012 no mundo (Policarpo 2013). Ja 0s
prejuizos diretos sdo representados pela diminuicdo da qualidade dos ovos devido a
deposicdo de sujidades; incomodo causado aos trabalhadores reduzindo a
produtividade; dispersdo das moscas para casas € empresas Vizinhas, ocasionando
demandas judiciais e impedindo a certificacdo da granja por parte de Orgdos
fiscalizadores (Potenza e Tucci 2014; Brasil 2008; Paiva 1998).

N&o sO importante na criacdo de aves, M. domestica é também responsavel
pela transmissdo de importantes agentes causadores de doengas humanas como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Ascaris sp., Toxocara sp (
Ribeiro et al 2011; Oliveira et al.2002; Quiceno et al. 2010). A Organiza¢do Mundial da
Saude aponta que 60% das doencas de origem alimentar sdo causadas por alimentos
contaminados (Athayde 2000) e a presenca desses insetos nas industrias de alimentos

pode potencializar essa contaminagdo. Além da importancia em aviarios e na saude
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humana, a mosca domeéstica é também causadora de prejuizos em criagdes extensivas de
suinos e gado de leite, uma vez que o substrato ali produzido também é muito favoravel
a seu desenvolvimento.

Apesar de conviver tdo intimamente com indmeros patdgenos, as moscas nédo
sofrem injurias gracas a um sistema imune bastante eficiente composto por defesa
celular e humoral. A defesa celular é realizada por células encontradas na hemolinfa
chamadas hemacitos. Dentre os hemacitos existem plasmatocitos e granuldcitos, os
quais sdo responsaveis pelos processos de aglutinacdo, fagocitose, nodulacdo e
encapsulamento que visam o isolamento e eliminacdo dos agentes patogénicos, assim
como de toxinas e tecidos anormais (Silva 2002). Existem também os pré-hemacitos
que sdo as células precursoras das demais, 0s oenocitoides que tem em seu citoplasma a
enzima profenoloxidase, a qual participa do processo de mielinizacdo dos agentes
invasores (Lavine e Strand 2002).

Apesar de inGmeros trabalhos investigando substancias antibacterianas
produzidas por hemdcitos (Meylaers et al. 2004; Wang et al. 2006; Liang et al. 2006;
Ren et al. 2009), ainda sdo poucos aqueles que investigaram aspectos béasicos da
biologia dos hemdcitos em larvas de M. domestica desafiadas com bactérias
entomopatogénicas, como: tamanho celular e propor¢do nucleo/citoplasma, contagem
total de células, distribuicdo dos hemacitos, etc.

O conhecimento dos mecanismos de defesa dos artrépodes pode ajudar no
desenvolvimento de métodos de controle mais eficientes (Silva 2002). O controle de
moscas baseia-se especialmente em medidas de controle mecénico com o objetivo de
secagem do esterco, destino adequado de carcacas e restos de ovos, impedindo assim a
sua proliferacdo (Paiva 1998). Contudo, como M. domestica desenvolve-se rapidamente
no esterco, dependendo das condicbes de temperatura e umidade, um atraso na
implementagdo do manejo mecanico pode permitir o desenvolvimento de centenas de
moscas. O controle quimico também ¢é utilizado, entretanto, apesar de ser eficiente,
pratico e de apresentar resultados rapidos; seu uso constante e indiscriminado tem
selecionado individuos resistentes, e podem também ocasionar a intoxicag¢do de animais
e humanos e ainda contaminar o ambiente. Tais aspectos evidenciam a necessidade do
desenvolvimento de novas tecnologias de controle e por isso a utilizacdo de agentes de
biocontrole torna-se uma abordagem atrativa.

O controle biologico utiliza de organismos vivos para reduzir a populacédo de

pragas a niveis toleraveis. Dentre 0s microrganismos com potencial para utilizagcdo no
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controle bioldgico podemos citar fungos, virus, nematoides e bactérias; entre as
bactérias, Bacillus thuringiensis ganha destaque devido elevado potencial larvicida, alta
especificidade a praga alvo e por serem biodegradaveis (Monnerat 2005).

B. thuringiensis, chamado informalmente de Bt, € uma bactéria gram positiva,
aerobia ou anaerdbia facultativa, em forma de bastonete mével, que produz inclusdes
protéicas, compostas por pro-toxinas. A pro-toxina ingerida pelo hospedeiro chega ao
intestino, e devido a acdo de enzimas e do pH alcalino libera a toxina ativa que se liga a
receptores de membrana ocasionando formacdo de poros e com isso a desidratacao e
morte da larva (Monnerat 2006).

Desde os anos de 1960, B. thuringiensis, especialmente B. thuringiensis
israelenses, vem sendo estudado para o controle de moscas. Inicialmente as
investigaces foram feitas com a utilizacdo de estirpes produtoras de beta-exotoxina;
contudo, posteriormente foi verificado que, além de se mostrarem toxicas para moscas,
essas proteinas também apresentam efeito negativo sobre vertebrados. Dessa forma, a
partir da proibicdo da utilizacdo de estipes que produzem essas toxinas ocorreu uma
reducdo nos estudos com B. thuringiensis para o controle de moscas. As investigacdes
nesse sentido retornaram no fim dos anos 90, a partir do registro de estirpes
relacionadas a producdo de toxinas CrylB, altamente virulentas e que ndo produzem
beta-exotoxina (Johnson et al. 1998; Labib and Rady 2001).

Trabalhos recentes realizados na Coréia selecionaram estirpes coreanas
promissoras para o controle da mosca, ja no Egito e Africa do Sul, trabalhos realizados
com estirpes nacionais, em aviarios, constataram que B. thuringiensis era mais efetivo
quando adicionado a racdo das aves, do que quando jogado diretamente no esterco
(Choi et al. 1999; Labib e Rady 2001; Mwamburi et al. 2011).

No Brasil, sdo raros os estudos com estirpes nacionais virulentas para M.
domestica; assim, € importante a realizacdo de estudos sobre o tema para sustentar o
desenvolvimento de produto comercial a partir de estirpes nacionais visando o controle

deM. domestica, tornando a solugdo do problema mais acessivel ao produtor nacional.

16



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Musca domestica

Musca domestica pertence ao filo Arthropoda; classe Insecta; ordem Diptera;
familia Muscidae; tem o corpo segmentado em cabeca, torax e abdome (Figural), trés
pares de patas (um em cada segmento tordcico), um par de antenas, olhos compostos, 0s
quais sao formados pela unido de centenas de omatideos, e dois ou trés olhos simples ou
ocelos; um unico par de asas membranosas (Figura 1B) um par de halteres (Taylor
2007) e estrutura da peca bucal do tipo sugador lambedor (Figura 1H). Na regido dorsal
do térax existem quatro listas longitudinais escuras (FiguralC) e o abdome é amarelado
com uma faixa mediana escura que se torna difusa no segmento terminal. Na fronte da
cabeca possuem faixas medianas de cor preta, na extremidade das patas, existem pélos

aderentes e também garras (Rey 2014).

Figura 1. Morfologia de Musca domestica. A) um par de antenas; B) um par de asas;
C) quatro faixas negras no mesonoto; D) cabeca; E) térax; F) abdémen; G) olhos
compostos; H) aparelho bucal tipo lambedor-sugador; I) pares de patas. Fonte: Acervo
pessoal.

Esse diptero apresenta distribuicdo mundial, alto grau de sinantropismo,
comportamento endofilico (intra-domiciliar) e elevada eficiéncia reprodutiva (Alves
2010), o que confere destacada importancia entre as pragas que acometem ndo s6 0s
humanos, mas também animais criados em altas concentragdes, ja que se proliferam
rapidamente tanto nas excretas dos animais como também em locais de acimulo de lixo
em decomposicdo. Elas se dispersam pelo estimulo olfatério ou quando em alta
densidade (Axtel e Arends 1990; Axtel 1999).
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Seus habitos sdo diurnos, gostam de locais iluminados e quentes, tem grande
capacidade de voo (10 a 20 km), o que lhe confere grande poder de dispersao.
Holometabdlica, sofrem metamorfose completa com fase de ovo, larva, pupa e adulto
(Figura 2). E ovipara, depositando seus ovos em substratos diversos (Ahid 2009). Apds
4 a 5 dias da eclosdo dos ovos as fémeas estdo maduras para copular, quando entéo a
fémea coloca em seu exoesqueleto um feromonio para reconhecimento de parceiros
sexuais (Montooth e Gibbs 2003). Fémeas pdem ao todo até 500 ovos de coloragao
branca, de 1mm de comprimento, 100 a 150 unidades por postura.

A eclosdo das larvas L1 ocorre entre 12 e 24 horas, podendo se desenvolver em
uma grande variedade de substratos (Aleixo et al.1984). As larvas L1, L2 e L3 nutrem-
se de matéria organica em decomposi¢cdo por 3 a 7 dias, quando entdo a L3 procura
local mais seco para empupar, processo onde ocorre a contracdo do tegumento, ficando
este rigido e adquirindo coloracdo amarelo claro até castanho-escuro com o passar dos
dias. O adulto emerge apos trés a 26 dias dependendo das condigcdes de temperatura
(Paiva 1998)no inicio da fase adulta o corpo é mole e incapaz de voar, ele se move
vagarosamente até encontrar local apropriado para abrir totalmente suas asas e

endurecer a cuticula (Rey 2014).

Figura 2. Estagios de desenvolvimento de Musca domestica. Fonte: Ahid, S. M. M.
(2009). Apostila Didatica em Entomologia Veterinaria.

Larvas

Durante sua alimentacdo, a saliva é lancada sobre os materiais solidos para
dissolvé-los e permitir que sejam aspirados. Os alimentos recém-digeridos acumulam-se

no diverticulo esofagiano para depois serem lentamente regurgitados e convergidos para
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0 estdmago. As moscas também possuem o héabito de regurgitar uma goticula sobre os
lugares onde estdo pousadas, o0 que contribui com a disseminacdo de microrganismos
adquiridos em materiais fecais, secre¢bes purulentas, lixo e outros substratos (Rey
2014).

M. domestica, devido seu habito de frequentar matéria organica em
decomposicdo e material fecal, é fonte inquestionavel de bactérias, fungos, virus,
helmintos e protozoérios; como: Entamoeba coli, Entamoeba histolystica, lodamoeba
butschilli, Endolimax nana, ovos de ancilostomideo, ovos de Hymenolepis nana, larva
de Strongyloides stercoralis, além de Salmonella spp.e Escherichia coli, ovos de
Ascaris sp., Toxascaris sp., Toxocara sp., Trichuris sp., Capillaria sp., oxiurideos,
triconstrogilideos e Acantocephala sp. (Ribeiro et al. 2011; Oliveira et al. 2002). Esses
patdgenos sdo transportados por meios mecanicos (pernas, asas), por material
regurgitado ou nas fezes (Ribeiro et al. 2011). Essa espécie é também hospedeiro
intermediério de Habronema spp. e Raillietina spp. (Taylor et al. 2007). Essa agdo é
potencializada pela alta capacidade de locomocéo dos adultos (Potenza e Tucci 2014).

2.2.Controle de M. domestica

Em aviérios, o controle de M. domestica é feito através de medidas de controle
mecanico e aplicacGes de produtos quimicos. O controle mecanico tem como objetivo
manter 0 esterco seco para impedir a proliferacdo das moscas, devendo-se verificar
diariamente as instalacdes para identificacdo de pontos de vazamento de agua que
umidificam o esterco, impedindo sua secagem completa, além de espalhar esterco
molhado sobre o seco e jogar cal ou serragem sobre os pontos de umidade, impedindo
assim a proliferacdo de larvas, diminuindo assim o custo com outros métodos de
controle (Paiva 1998; Pontenza e Tucci 2014).

A cama dos frangos, ao ser removida, deve ser mantida coberta por 30 dias, se
estiver muito seca deve ser molhada para estimular a fermentacéo e consequentemente a
estabilizacdo do residuo, caso contrario, ao ser molhada na lavoura pela chuva, pode
servir de atrativo para postura de moscas; alem disso, as carcagas devem ser jogadas em
fossas tampadas com controle de odores (Paival998). Devido a alta proliferacdo das
moscas em condi¢des de temperatura e umidade adequadas, qualquer atraso ou falha no
controle mecénico acarreta aumento significativo na populacdo desse inseto, por isso a

associacao de métodos de controle é mais eficaz.
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O controle quimico de M. domestica baseia-se na utilizacdo de substancias
quimicas adulticidas ou larvicidas que, aplicados direta ou indiretamente sobre os
insetos em concentracdo adequada, causam sua morte. As formas de aplicacdo podem
ser em po, pulverizagdes, em cordao, pincelamento, fitas gomadas e iscas(Matias 2016).

Entre as bases quimicas tem-se as triazinas, que sdo larvicidas sistémicos,
reguladores de crescimento (Matias 2016) utilizadas na forma de pulverizacdo direta. Os
carbamatos atuam inibindo a acdo da acetilcolinesterase, acumulando acetilcolina na
fenda sinéptica, causando hiperexcitabilidade, resultando em tremores, convulsdes e

colapso do sistema nervoso central seguida de morte (Matias 2016)usado em forma de

7

po.

Os piretréides atuam através da modulagdo dos canais de sédio, mantendo a
entrada de sddio na célula permanente deixando-a excitada sem descanso, 0 que causa
exaustdo e morte por hiperexcitabilidade (Matias 2016). Neonecotindides que agem
competindo com a acetilcolina, mantendo ativacdo permanente da acetilcolina
causando hiperexcitabilidade do sistema nervoso central devido a transmissdo continua
e descontrolada de impulsos nervosos (Matias 2016), podem ser usados por
pincelamento, pulverizacdo ou corddes embebidos.

Ao atuarem em componentes nervosos presentes ndo s6 em insetos como
também em mamiferos e outros animais, os inseticidas quimicos podem causar
intoxicacbes; seu uso constante e indiscriminado tem selecionado populagdes
resistentes, além de contaminar alimentos e 0 meio ambiente (Meirelles 2005; Potenza e
Tucci 2014; Londres 2011).

Isto posto, a busca por uma alternativa que possibilite a diminui¢do na utilizagdo
desses quimicos € muito benéfica, apesar da comprovada eficiéncia, praticidade e
resultados rapidos destes compostos (Teixeira et al. 2008). Como alternativa podem ser
utilizadas medidas de controle bioldgico, que utilizam organismos vivos para reduzir a
populacéo de pragas a niveis toleraveis, podendo ser usados fungos, virus, nematdides e
bactérias entomopatogénicas; entre as bactérias, Bacillus thuringiensis ganha destaque
devido ao seu elevado potencial larvicida, alta especificidade a praga alvo e por serem

biodegradaveis (Monnerat 2006).
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2.3. Bacillus thuringiensis

2.3.1 Morfologia e Fisiologia

B. thuringiensis é uma bactéria gram e catalase positivas, em forma de bastonete
movel, aerdbica e anaerdbica facultativa, formadora de esporo e caracterizada por
produzir inclusbes protéicas cristalinas denominadas &-endotoxinas (proteinas Cry e
Cyt) durante a fase de esporulacdo; outras estirpes produzem proteinas inseticidas
chamadas Vip (Vegetative Insecticidal Protein) durante a fase vegetativa e de
esporulacdo, as quais sdo encontradas no sobrenadante da cultura (Fietelson et al. 1992;
Silva-Werneck et al. 2008).

A temperatura para crescimento de B. thuringiensis varia de 20 a 42 °C, embora
temperaturas extremas causem perdas de endotoxinas. As temperaturas entre 28 e 32 °C
sdo 6timas para a producdo dessas toxinas. O pH para crescimento vegetativo desse
microrganismo varia entre 5,6 e 8,5 sendo 7 o pH 6timo, j& o cristal se solubiliza com
pH superior a 9. Para melhor crescimento, esporulacdo e formacao de cristal o meio de
cultura deve conter no minimo glicose, sais de magnésio, manganés (fundamental para
producdo do cristal), célcio, zinco, cobre, ferro e amonia, sendo o magnésio
fundamental para a esporulacéo (Lecuona 1996).

A técnica mais utilizada para caracterizar estirpes de B. thuringiensis é a Reacao
em Cadeia da Polimerase, a PCR (Bravo et al. 2007). Esta técnica identifica os genes
que codificam as diversas proteinas que formam os cristais. Atualmente, estdo

catalogadas geneticamente mais de 350 proteinas cristalinas (Monnerat 2006).

2.3.2 Historia

B. thuringiensis foi inicialmente isolado por Ishiwata (1902), no Japdo, que
estava matando o bicho-da—seda, depois, em 1913, foi isolada por Berliner, na
Alemanha, regido da Thuringia, onde foi encontrado infectando larvas de traca da
farinha, Ephestia kuehniella(Lepdoptera: Pyralidae). Em 1927, Metalnikov e Chorine
nomearam esta bactéria de Bacterium thuringiensis. Essa bactéria foi usada pela
primeira vez como biopesticida em 1938 contra larvas de lepiddpteros (Jenkins et al.
1997). Em 1953, Hannay sugeriu que a patogenicidade da bactéria estaria associada a

cristais formados durante a esporulagéo (Lecuona 1996).
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B. thuringiensis se tornou produto comercial apds a segunda guerra mundial e
foi usado basicamente contra pragas de vegetais. Os produtores de B. thuringiensis eram
tipicamente pequenas firmas familiares, que vislumbravam com a vantagem do
microrganismo ser fatal apenas para poucos insetos e ndo afetar borboletas e outros
insetos benéficos (Jenkins et al 1997).

Cinqglienta anos depois da descoberta de B. thuringiensis ainda ndo se tinha
evidéncias de sua utilizagdo em grande escala, ndo se sabia como ou porque funcionava,
tampouco se podia explicar porque em alguns casos funcionava e em outros nao.
Existiam muitas variaveis no campo e ainda ndo se havia testado o produto em
condicGes de laboratério (Jenkins et al. 1997).

Nas décadas de 1940 e 1960 os pesticidas quimicos eram usados
indiscriminadamente e por isso B. thuringiensis foi deixado de lado, sendo usado apenas
por agricultores que por um ou outro motivo ndo quiseram usar produtos quimicos.
Ap6s muito tempo de uso indiscriminado de inseticidas quimicos, surgiram dificuldades
que tiveram que ser reconhecidas, como: ocasionar a morte de varios insetos além do
alvo, poluicdo ambiental, desenvolvimento de populacGes resistentes (Jenkins et al.
1997).

Nas décadas de 1960 a 1990, B. thuringiensis se tornou um grande negdcio.
Existiam trés argumentos para a inddstria agroquimica despertar grande interesse por B.
thuringiensis: 1) enquanto o desenvolvimento de um produto quimico novo custava em
torno de 35 a 40 milhdes de doblares, o desenvolvimento de produtos a base da bactéria
custava em torno de 5 milhGes de ddlares; 2) o tempo para lancamento de produto
quimico era de 8 a 12 anos, enquanto que biopesticidas demoravam em torno de 3 anos
para serem lancados no mercado; e 3) o desenvolvimento de resisténcia a produtos

quimicos era mais rapido do que a biopesticidas (Jenkins et al. 1997).

2.3.3 Ecologia

Martin e Travers (1989) demonstraram que B. thuringiensis é mundialmente
distribuido, encontrando-o em florestas, savanas e desertos. No solo persiste
principalmente na forma de endosporo (Yara et al.1997). Tem-se encontrado B.
thuringiensis ainda em insetos mortos (Porcar e Caballero 2000), sedimentos marinhos
(Maeda et al. 2000), entre outros.
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Em 1991, Smith e Couche isolaram B. thuringiensis em 50 a 70 % das folhas de
arvores amostradas, propondo uma hipétese na qual B. thuringiensis seria comensal ou
simbionte de plantas, oferecendo protecdo contra insetos fitdfagos, e por sua vez as
plantas dariam nutrientes por meio de exsudatos foliares. Lee et al. (2003) isolaram B.
thuringiensis de excrementos de diferentes espécies de vertebrados, com maior
freqiiéncia em herbivoros do que em carnivoros, corroborando com a idéia da presenca
da bactéria nas folhas das plantas.

Em contra partida, Lambert e Pefersoen (1992)relataram que para causar a morte
em insetos eram necessarias altas concentragdes de esporos, como eles ndo germinam
em ambientes naturais ndo poderiam ser responsabilizadas pelo controle de populagdes
de insetos em ambientes naturais. Os mesmos autores relataram que apenas em
depdsitos de grdos armazenados foram detectadas epizootias por B. thuringiensis,
devido possivelmente as condi¢cGes do meio, especialmente pela auséncia de radiacédo

solar e alta densidade de insetos.

2.3.4 Producéo de toxinas

B. thuringiensis produz inclusGes cristalinas compostas por proteinas
denominadas &-endotoxinas (proteinas Cry-cristal e Cyt-citolitica)durante a fase de
esporulacdo (Silva-Werneck et al. 2008). A toxina de B. thuringiensis é mais potente do
que inseticidas piretrdides e organofosforados, ja que é usada em concentracdes de 10 a
50 g por acre ou 10%° moléculas por acre, enquanto que os piretrdides sdo usados em
concentragbes de 3 x 10?2 moléculas por acre, ou 80.000 vezes maior do que 0s
organofosforados, que sdo aplicados em concentragdo de 8x10?* moléculas por acre
(Fietelson 1992).

As proteinas Cry sdo consideradas como o0s principais constituintes dos cristais
que caracterizam B. thuringiensis. A classificacdo das proteinas Cry baseia-se na
similaridade das seqgiiéncia de aminoacidos, existindo mais de 300 diferentes genes Cry,
e as proteinas agrupadas em 49 classes, somando 436 proteinas Cry diferentes
(Crickmore et al. 1998).

A estrutura de cada delta-toxina varia conforme o gene que a codifica. Varios
genes ja foram identificados e classificados conforme o tamanho e papel biologico de

seus produtos (Hofte e Whitely1989). Sdo toxinas altamente especificas para o inseto
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alvo, indcuas aos humanos, vertebrados e plantas, e sdo completamente biodegradaveis
(Bravo 2007).

As delta-endotoxinas sdo paraesporais e sao vistas ao microscépio. Sua forma
varia conforme sorotipo e condi¢cdes do meio (Lecuona 1996). Sdo pro-toxinas que sao
ingeridas (Alves 1997) e o cristal ou pro-toxina Cry inicialmente se dissolve no
intestino médio do inseto onde o pH € alcalino, sofre acdo de enzimas proteoliticas
liberando a toxina ativa, que se liga a receptores da membrana celular do intestino,
gerando poros que causam distdrbios no balanco osmotico da célula, levando
primeiramente ao inchaco da célula e depois sua lise. As larvas intoxicadas param

rapidamente de se alimentar e eventualmente morrem (Fietelson 1992).

Tabela 1. Descricdo das toxinas Cry produzidas pela bactéria Bacillus thuringiensis e
seus genes codificadores (Monnerat 2006).

Gene  Proteinas Tamanho  Atividade
codificadas (kDa)
Cryl 36 subgrupos Lepiddpteros e dipteros e coledpteros

representados por
CrylAa,...,.CrylKa

Cry2  Cry2Aa, 65 Larvicida para
Cry2Ab, Cry2Ac e lepidopteros e baixa atividade contra dipteros
Cry2Ad
Cry3  Cry3Aa, 73a75 Coledpteros
Cry3Ba,Cry3Bb e
Cry3Ca

Cryd  Cry4Aace Cry4Ba 128 € 135 Dipteros

Cry5  Cry5Aae Cry5Ab 152 e 142 Nematoides, acaros, formigas,coledpteros e
lepiddpteros,

Cry6  Cry6AaeCry6Ba Nematoides e &caros
Cry7  Cry7Aae Cry7Ab 129 Coledpteros e lepidopteros
130
Cry8  Cry8Aa, Cry8Bae 131 Coledpteros e afideos
Cry8Ca. 134 Colebpteros
130 Colebpteros
Cry9  Cry9Aa, Cry9Ba, 132 Lepidopteros
Cry9Ca,Cry9Da, Coledpteros
Cry9Ea e Cry9Eb
Cryl0 Cryl0 Aa 78
Cryll CryllBa 81 Aedes aegypti, Culexpipiense
Cryl1Bb 84 Anophelesstephensi(Diptera: Culicidae)
Aedes aegypti,

AnophelesalbimanuseCulexquinquefasciatus(Dipt
era: Culicidae)

Cryl2 Cryl2Aa 142 Nematoides e 4caros

Cryl13 88 Nematoides
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Cryld CryldAa 132 Dipteros e coledpteros
Cryl5 34 Lepidopteros,
Cryl9 Cryl9AaeCryl9Ba 75a78 Dipteros

Cry20 Cry20Aa 86 Dipteros: A. aegypti e C. quinquefasciatus
Cry21 Cry21Aae Cry21Ba Nematoides
Cry22 Cry22AaCry22Abe 79 Himendpteros
Cry22Ba Coleoptera
Cry23 Alvos ainda ndo foram determinados
Cry24 Alvos ainda ndo foram determinados
Cry25 Cry25Aa 76 Dipteros
Cry26 N&o tiveram ainda sua atividade determinada
Cry27 94
Cry28 N&o tiveram ainda sua atividade determinada
Cry29 Cry29Aa OrdemDiptera
Cry30 Cry30Aa OrdemDiptera
Cry3l N4o tiveram seus alvos determinados até o
momento
Cry32 N&o tiveram seus alvos determinados até o
momento
Cry33 N4o tiveram seus alvos determinados até o
momento
Cry34 Cry34Aa,Cry34Ab, 14 Coledpteros
Cry34Ace
Cry34Ba
Cry35 Cry35Aa, Cry35Ab 44 Colebptero
e Cry35Ac
Cry36 Coledptero
Cry37 Ainda ndo teve seu alvo determinado
Cry38 Colebpteros
Cry39 Mosquicida
Cry40 Mosquicida
Cry4dl Cry41Aa, Cry41Ab Aindanéotiveram sua atividade determinada
e Cry42Aa,

Cry43Aa e Cry43Ba

As proteinas Cyt compdem uma inclusdo paraesporal de B. thuringiensis com
atividade hemolitica. Atualmente sdo conhecidas 27 proteinas Cyt (Crickmoreet
al.,1998). Constituidas pelos grupos Cytl que possui trés integrantes: Cyt1Aa, CytlAb e
CytlBa, com peso molecular de 27 kDa; e Cyt2 com cinco integrantes: Cyt2Aa,
Cyt2Ba, Cyt2Bb, Cyt2Bc e Cyt2Ca, e peso molecular de 29 kDa. Todas séo ativas
contra ordem Diptera (Monnerat 2006).

Assim como as proteinas Cry, as Cyt sdo formadas como pro-toxinas que séo
clivadas no intestino do inseto onde o pH é em torno de 9, liberando a toxina ativa que

interagem diretamente com lipideos da membrana e adentrando a membrana causam
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formacéo de poros ou desestruturam a bicamada lipidica das membranas causando lise
celular que levam o inseto a morte (Jisha et al. 2013; Bravo et al. 2007).

Algumas estirpes produzem proteinas inseticidas chamadas Vip (Vegetative
Insecticidal Protein) durante as fases vegetativa e de esporulacdo, as quais séo
secretadas no sobrenadante da cultura (Silva-Wernecket al. 2008). As proteinas Vip ndo
formam inclusdes cristalinas e por isso foram excluidas do grupo de proteinas Cry.
Essas toxinas tém acdo inseticida contra coledpteros (Vipl e Vip2) e contra lepidopteros
(Vip3) atuando também de forma sinérgica as proteinas Cry (Shi et al. 2004; Lee et al.
2003).

Produzida por algumas variedades durante seu crescimento vegetativo, e
também chamada de thuringiensina, a Beta-exotoxina € solivel em &gua e estavel ao
calor, definida como nucleotideo composto por adenina, ribosina, glicose, acido alarico,
e um grupo fosfato (Sebesta et al. 1968). A beta-toxina € toxica para ampla gama de
insetos: Lepidoptera, Diptera, Coledptera, Hymenoptera, Isoptera e Orthoptera; sendo as
larvas normalmente mais suscetiveis do que os adultos; sabe-se que esta toxina é ativa
também em humanos e quase todas outras formas de vida; por isso, sua presenca €
proibida em produtos comerciais (Jisha et al. 2013; Sebesta et al. 1968). Sua toxicidade
esta relacionada a capacidade de inibicdo da sintese dRNA, pela inibicdo da RNA
polimerase, sendo andloga a nucleotideos (Sebesta et al. 1968); doses subletais
provocam anomalias, e alteracdes teratologicas.

Células vegetativas e esporos de B. thuringiensis produzem varias enzimas tais
como lecitinases, quitinases, e proteases que possibilitam sua proliferagdo no
hospedeiro (Lecuona 1996). Sua natureza e seu modo de acdo ndo sdo conhecidos. A
toxicidade € muito inespecifica atingindo desde insetos até vertebrados, desde que em
elevadas doses (Luthy e Ebersold 1981apud Leucona 1996). Toumanoff chamou a alfa-
exotoxina de Lecitinase-C; esta é solivel em agua, termolabil e toxica para insetos,

exige pH entre 6,6 e 7,4 para melhor atuacéo (Alves 1997).

2.3.5 Resisténcia

Hall(1961) estabeleceu que ndo existe nenhuma evidencia do desenvolvimento
de resisténcia por parte dos insetos a Bacillus thuringiensis. Feigin (1963) tentou
selecionar mosca domestica para resisténcia a B. thuringiensis em um estudo onde a

pressdo de selecdo foi de 40% por 27 geracOes, e ndo obteve sucesso; acreditou que a
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pressdo de selecdo foi muito baixa; concluindo com isso que a resisténcia se desenvolve
de maneira muito lenta, ndo alcan¢ando 0s niveis encontrados quando se compara a
produtos quimicos.

Em meados de 1980 foram obtidas por experimentos de selecdo em laboratorio,
varias populacdes de diferentes espécies de insetos com diferentes niveis de resisténcia
a B. thuringiensis (Ferre et al. 1995).

Estratégias de manutencdo de baixa resisténcia tentam prevenir ou diminuir a
selecdo de individuos que carreguem genes de resisténcia e tentam manter a freqiiéncia
desses genes suficientemente baixa para controle dos insetos (Alstad e Andow 1995).
Essas estratégias incluem: utilizacdo de toxinas variadas, rotacdo de culturas, altas
dosagens e manutencdo de areas de reflgio (areas sem toxina)(Ferre et al. 1995).

2.4 Sistema imunoldgico de M. domestica

Os insetos estdo presentes em todos os nichos ecoldgicos e sofrem constantes
intervencdes de variados patdgenos. Para sua sobrevivéncia foi necessario o
desenvolvimento de um eficiente sistema de defesa, composto por defesas fisicas,
celulares e humorais (Silva 2002).

As primeiras barreiras sdo representadas pelo tegumento, espiraculos do sistema
respiratorio, traquéia e trato digestorio incluindo membrana peritréfica e epitélio (Dunn,
1986). Ferimentos no exoesqueleto dos insetos representam importante porta de entrada
para inimeros patdgenos; para contornar essa situacdo os insetos desenvolveram
método bastante eficiente de coagulacdo da hemolinfa através da combinacdo da acao
de proteinas da hemolinfa com células de defesa (Silva 2002).

A defesa celular conta com as células da hemolinfa chamadas de hemdcitos.
Essas células sdo encontradas em sua maioria na por¢ao posterior do corpo, em massas
celulares onde ocorre a hematopoiese; poucos hemadcitos sdo encontrados livres na
hemolinfa durante os estadios larvares (Nappi et al. 1971). Acredita-se que 0s hemaocitos
sdo atraidos para os locais de injdria por quimiotaxia, estimulados diretamente pelo
parasito ou por substancias liberadas pelos poucos hemacitos circulantes, quando estes
encontram o invasor (Nappi et al. 1971). Os hemdcitos encontrados em Musca

domestica sdo: plasmatdcitos, granuldcitos e pré-hemécitos (Silva 2002), entretanto
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outros tipos celulares ja foram encontrados por diferentes autores (Mishra 2015;
Fernandes 2010).

Os plasmatécitos sdo células com tamanhos e formas bastante variados, sdo as
mais numerosas células da hemolinfa, participam dos processos de fagocitose,
encapsulamento, nodulacdo e apoptose (Alves 1997); possuem receptores de
membranas capazes de reconhecer bactérias invasoras (Kocks et al 2005; Manaka et al.
2004); a ma funcdo desses receptores afeta sua capacidade de reconhecer corpos
estranhos (Honti et al. 2014). Além dos plasmatdcitos, dentre as outras células descritas,
os granuldcitos sdo as principais células responsaveis pelos mecanismos de defesa na
maioria dos insetos (Ratcliffe et al. 1985). Os esferuldcitos sdo conhecidos como células
responsaveis pelo transporte de componentes da cuticula (Sass et al. 1994). Os
oenocitoides contém no seu citoplasma a enzima pro-fenoloxidase que participa do
processo de mielinizacdo (Ashida e Dohke 1980; Jianget al 1997). Os pro-hemacitos
sdo também conhecidos como stem cells ou células precursoras de granuldcitos,
plasmatécitos e células intermediérias (Borowska 2006); sdo as menores células
encontradas, com nucleo ocupando quase a totalidade do citoplasma, sua forma é
redonda, sem projecOes citoplasmaticas. O numero e os tipos celulares variam com o
estadio no qual a larva se encontra (King e Hillyer 2013).

Alguns microrganismos desenvolveram mecanismos de escape desse sistema
celular, como o fungo Metarhizium anisopliae que libera uma protease inibidora da
acao de fagocitose pelos plasmatécitos dos insetos infectados, e como o endoparasitoide
Venturia casnesca (Hymenoptera: Ichneumonidae) que injeta junto com seus ovos uma
substancia inibidora de protease e particulas de virus, que possibilitam o sucesso do
parasitismo (Beckage 1998).

A defesa humoral é feita por proteinas soltveis da hemolinfa, sendo muitas delas
inibidoras de fungos e bactérias. Algumas delas causam perda da parede celular, outras
rompem a bicamada lipidica da membrana celular de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. B. thuringiensis, por exemplo, possui um sistema de escape caracterizado
pela producdo de zinco-protease que degrada as cecropinas (proteinas do sistema de
defesa humoral). Outros peptideos desse sistema sdo: atacinas, lisozimas que hidrolisam
as cadeias glicidicas da camada de peptidoglicana da parede celular, causando ruptura
da parede celular e morte da bactéria (Silva 2002).
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3. JUSTIFICATIVA

Musca domestica devido seu alto grau de sinantropismo, alta eficiéncia
reprodutiva e alta capacidade de dispersdo é uma das pragas de grande importancia ndo
sO para saude humana como também para saide animal. Esse diptero atua como vetor
mecanico de inUmeros patdgenos como virus, rickettsias, bactérias, e também
protozoarios e ovos de helmintos transportando-os tanto por meios mecénicos (patas e
asas), como por material regurgitado, ou nas fezes, além de servir também como
hospedeiro intermediario de Habronema spp.e Raillietina spp.

Nos aviarios de postura, devido ao acimulo de esterco embaixo das gaiolas, as
moscas encontram local bastante favoravel a sua proliferacdo, usando as excretas das
aves como alimento para os estadios larvares e por esse material possuir umidade
adequada para o desenvolvimento.

Para o controle dessa praga sdo usados constantemente inseticidas quimicos, 0s
quais tém proporcionado selecdo de individuos resistentes; estes deixam residuos em
alimentos e no ambiente, 0 que vem causando intoxica¢Ges constantes aos humanos.
Como alternativa, alguns estudos tém desenvolvido métodos para controle biologico
desse artrépode, o qual se utiliza de agentes entomopatogénicos para a reducdo da
populagéo de pragas.

Bacillus thuringiensis é uma bactéria presente em todo mundo, gram positiva,
em forma de bastonete movel, aerdbica e anaerdbica facultativa, formadora de esporo e
caracterizada por produzir inclusdo protéica cristalina denominadas &-endotoxinas
(proteinas Cry e Cyt) durante a fase de esporulacdo. Sua utilizacdo como bioinseticida
esta bastante consolidada datando desde antes da segunda grande guerra. A utilizacéo
dessa bactéria apresenta vantagens que a tornaram muito estudada e aplicada. S&o elas:
o desenvolvimento de produtos a base de B. thuringiensis custa muito menos do que o
desenvolvimento de um produto quimico novo; o tempo para desenvolvimento do
produto € em torno de um terco do tempo para desenvolvimento de um produto
quimico; além disso, o desenvolvimento de resisténcia a produtos quimicos ja é
comprovado para varias bases, e se faz de maneira muito mais rapida do que para um
bioinseticida. No entanto, poucos estudos selecionaram estirpes de B. thuringiensis com
eficacia para controle de M. domestica.

O presente estudo busca selecionar estirpes de B. thuringiensis com toxicidade

expressiva contra larvas de M. domestica, para que estas possam futuramente ser
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formuladas para controle desse artrépode, especialmente em granjas de frangos. Além
disso, buscou o entendimento das alteracBes causadas pelo patégeno na hemolinfa das
larvas, uma vez que esse conhecimento ajuda no desenvolvimento de métodos de
controle mais eficazes.

M. domestica, assim como muitos outros insetos, estdo presentes em nichos
ecoldgicos com constantes intervengdes de variados inimigos. Para sua sobrevivéncia
foi necessério o desenvolvimento de um eficiente sistema de defesa, composto por
imunidade adquirida, imunidade natural. (Silva 2002).

Os hemocitos séo as células envolvidas nos mecanismos de defesa dos insetos,
mas também desempenham outras fungdes essenciais para o desenvolvimento dos
insetos; no entanto, poucos trabalhos reportam a caracterizagdo deles na hemolinfa de
M. domestica. Estas células tém importante participacdo nos mecanismos de
coagulacao, estoque, metabolismo e hormonal, assim como acomodacdo interna dos
6rgdos no processo de muda (Wiggleswotii 1972, 1979; Percy1978). Sdo os hemdcitos
que iniciam o combate a parasitas e patdgenos invasores da hemocele ( Ratcliffe et
al.1985).

Neste sentido, o presente estudo buscou quantificar e caracterizar os hemacitos
de larvas de M. domestica desafiadas com B. thuringiensis. Os resultados obtidos neste
estudo servirdo de subsidios para a identificacdo do papel de cada tipo celular para
melhor entendimento da resposta desse artropode a invasdao desse patdgeno,
especialmente aqueles sugeridos como agentes microbianos para seu controle e para
elucidacdo das diferencas imunoldgicas causadas por B. thuringiensis na hemolinfa das
larvas de M. domestica
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Selecionar estirpes de Bacillus thuringiensis toxicas para Musca domestica, e

investigar os efeitos dessa sobre o perfil de hemadcitos de larvas, de 4 a 5 dias, tratadas.

4.2 Objetivos especificos

Selecionar entre 22 estirpes de B. thuringiensis, aquelas com expressiva
toxicidade contra larvas de M. domestica;

Determinar a eficacia do tratamento larval das estirpes de B. thuringiensis mais
toxicas para M. domestica;

Avaliar os tipos de hemdcitos encontrados em larvas de M. domestica apos
tratamento com Bacillus thuringiensis S599;

Avaliar alteraces morfolégicas em hemocitos de larvas de 4 a 5 dias de M.
domestica tratadas com B. thuringiensis;

Determinar as alteragdes na contagem total e diferencial de hemaocitos em larvas

tratadas com B. thuringiensis.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Criagdo de Musca domestica

Os primeiros exemplares adultos de Musca domestica foram capturados aos
arredores do aviario da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias, Campus Samambaia, Goiéania, GO. Foram utilizadas armadilhas feitas
com garrafas pet de 2 L (Fig. 3A), como isca usou-se mel industrializado (Karo®,
Unilever, Garanhuns, PE, Brasil). As moscas foram identificadas segundo MARICONI
(1999), no Laboratério de Patologia de Invertebrados, do Instituto de Patologia Tropical
e Saude Publica(IPTSP). Apds identificacdo, os individuos foram acondicionados em
gaiolas entomoldgicas no tamanho de 41 cm x 20 cm x 27 cm (Fig. 3A).

A dieta para larvas era constituida de ragdo para galinhas poedeiras (Guabi®,
Anapolis, Goias, Brasil) umedecida com agua (Fig. 3C), e para os adultos a dieta era
constituida de leite em p6 umedecido com agua colocado sobre algoddo (Fig. 3D) para
evitar afogamento das moscas. Esse substrato também foi utilizado para oviposicao e
trocado diariamente. Os ovos, juntamente com o algodao, eram transferidos para potes
plasticos de 200 mL contendo racdo de poedeira, onde ocorria a ecloséo e a recria das
larvas. As gaiolas foram mantidas no biotério do IPTSP em temperatura ambiente, 25 +
5°C.
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Figura 3. Utensilios utilizados na criacdo de Musca domestica. A) armadilha feita com
garrafa pet de 2L; B) Gaiola entomoldgica onde era mantida a criagdo; C) Pote plastico
contendo racdo para galinha poedeira onde se recriavam as larvas; D) substrato de
alimentacdo das moscas adultas e de oviposi¢do, composto por leite em po, agua e
algodéo.

5.2 Estirpes de Bacillus thuringiensis estudadas.

As estirpes testadas estdo listadas na Tabela 2, sendo provenientes do banco de
Bacillus spp. entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,

Cenargen.

Tabela 2. Siglas das estirpes testadas, variedade e origem.

Estirpe Variedade Local de isolamento
S62 Bacillus thuringiensis tolworthi Sombrio — Santa Catarina
S127 Lysini bacillus sphaericus Franca

S202 Bacillus thuringiensis tochigiensis Mato Grosso

S456 Bacillus thuringiensis entomocidus Cruz das Almas - Bahia
S597 Bacillus thuringiensis galleriae Brasilia — Distrito Federal
S599 Bacillus thuringiensis kenyae Londrina - Parana

S601 Bacillus thuringiensis thuringiensis Londrina — Parana
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S608 Bacillus thuringiensis fukuokaensis Londrina — Parana

S612 Bacillus thuringiensis darmstadiens Londrina — Parana
S615 Bacillus thuringiensis sotto Londrina — Parana
S619 Bacillus thuringiensis sooncheon Londrina — Parana
S655 Bacillus thuringiensis alesti Taubaté — Sao Paulo
S711 Bacillus thuringiensis japonensis Recife — Pernambuco
S728 Bacillus thuringiensis thuringiensis Para

S845 Bacillus thuringiensis Bahia

S907 Bacillus thuringiensis Londrina — Parana
S1122 Bacillus thuringiensis tenebrionis Argentina

S1178 Bacillus thuringiensis xianguongies Argentina

S1207 Bacillus thuringiensis selouensis Argentina

S1267 Bacillus thuringiensis finitimus Séo Paulo

S1271 Bacillus thuringiensis canadensis Séo Paulo

S1450 Bacillus thuringiensis kurstaki Herault — Montpellier — Franca

5.3 Bioensaios

5.3.1 Selecdo de estirpes toxicas

Foram testadas 22 estirpes de B. thuringiensis; as amostras recebidas da colecéo
apresentavam-se conservadas em papel filtro (Fig. 4A) e foram inoculadas em 40 ml de
meio NYSM esterilizado (Fig. 4B), contendo caldo nutriente, fosfato de potassio,
extrato de levedura e solucdo de sais (Yousten 1984). Foram cultivadas em incubador
rotativo a 200 rpm e temperatura de 28 + 4 °C, por um periodo de 72 h (Fig.4C).

Foram realizados testes de viabilidade em todas as amostras cultivadas (Fig.
4D). Para cada amostra foram preparadas trés réplicas em potes plasticos de 200 ml
contendo 3 g de racdo para galinhas poedeiras e quatro ml de meio liquido com bactéria
(Fig. 4 E) e 10 larvas de M. domestica de 4 a 5 dias pos eclosdo (Fig. 4F), somando 30
larvas por estirpe testada (Fig.4B). A mortalidade foi avaliada apds 48 horas e as duas
estirpes que causaram maior mortalidade foram selecionadas para os préximos ensaios.

Para o teste de viabilidade uma gota da suspensdo méae era colocada sobre
lamina e laminula e depois observada em microscopia de contraste de fase. A presenca
de esporos e cristais era observada para atestar a viabilidade da suspensao.

Como controle utilizou-se 3g de racao para galinha poedeira umidecido com 4ml
de meio NYSM puro.
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Figura 4. Selecdo de estirpes toxicas. A) Bacillus thuringiensis conservado em papel
filtro (Monnerat 2006). B) Foto do preparo do meio NYSM liquido para cultura de B.
thuringiensis. C) Meios NYSM liquido com Bacillus thuringiensis em shaker a 200rpm
por 72 hrs, para crescimento da cultura. D)Foto do teste de viabilidade realizado antes
dos bioensaios, onde se observa a presenca de esporos(l) e cristais(2) . E) Potes
plasticos contendo 3g de racdo para poedeira onde foi vertido 4 ml de meio liquido com
B. thuringiensis F) Larvas de M. domestica contadas e posteriormente colocadas nos
potes plasticos. G) Disposi¢cdo dos potes plésticos contendo as larvas expostas ao
tratamento, em uma repeticdo
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5.3.2 Bioensaio para célculo de Eficacia do Tratamento Larval
(ETL)

Foram testadas as estirpes S601 e S599, que se encontravam liofilizadas (Fig.
5A). Foram testadas nas seguintes concentragBes: 0,125mg/g ; 0,250mg/g ; 0,5mg/g;
1mg/g; 5mg/g; 10mg/g; 15mg/g e 20mg/g de ragdo para galinha poedeira.

As estirpes foram pesadas, depois diluidas em 4ml de Tween 80 a 0,01% (Fig.5
C) e em seguida homogeneizadas em vértex (Fig. 5D). Foram entdo adicionadas em 3g
de racdo e colocadas em potes plasticos de 200ml (Fig. 5E). Em cada pote foram
colocadas 10 larvas de M. domestica com idade entre quatro a cinco dias de vida (Fig
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5F). O bioensaio foi conduzido a 27+ 1 °C e UR>80%, e avaliado diariamente por 10
dias, a mortalidade das larvas e das pupas foi avaliada ap6s 10 dias do inicio do
bioensaio. Fez-se trés réplicas por concentracdo por bioensaio, e o bioensaio foi
conduzido por trés vezes em dias diferentes.

A férmula utilizada para calculo da eficacia do tratamento larval foi:

ETL = ML + (1-ML)* /MPR

ML = mortalidade larval

MPR = mortalidade de pupas

ETL= Eficiéncia do tratamento larval

Figura 5. Teste de Eficiéncia do Tratamento larval de Musca domestica . A) Bacillus
thuringiensis liofilizado; B) Foto da pesagem de B. thuringiensis liofilizado; C) Tubos
Falcon de 15 ml contendo 4 ml Tween 80 a 0,01% acrescentando B. thuringiensis; D)
Agitacdo do meio contendo Tween 80 a 0,01% e B. thuringiensis em vortex; E) Potes
plasticos contendo 3g de racdo para poedeira onde foi vertido 4 ml de meio liquido com
B. thuringiensis; F) Larvas de M. domestica contadas e posteriormente colocadas nos
potes plasticos.

5.4 Caracterizagdo morfoldgica dos hemacitos presentes na hemolinfa de larvas
de M. domestica.
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5.4.1 Coleta de hemolinfa

Larvas de terceiro instar, L3, foram retiradas da col6nia e imediatamente
borrifadas com alcool a 70%, enxaguadas em agua destilada, e depois colocadas sobre
papel toalha estéril para remogdo do excesso de dgua. Com auxilio de uma ponteira de
200 pl (Fig. 6Aa) acoplada a mangueira de um escalpe 25G (LAMELID®) (Fig. 6Ac),
conectada a um tudo capilar de micro-hematocrito (PERFECTA®, Ibitinga,
SP)(Fig.6Ab)foi feita a coleta de hemolinfa segurando-se a larva com o dedo médio e
furando-a com a agulha do escalpe na extremidade posterior (Fig. 6 B,C); a hemolinfa
foi entdo coletada cuidadosamente para que ficasse no tubo de hematdcrito. Uma gota
da amostra era depositada imediatamente em lamina de vidro (Fig.6 D), previamente
esterilizada com alcool 70%, onde confeccionou-se um esfregaco utilizando-se uma

outra lamina de vidro.

Figura 6. Coleta hemolinfa de Musca domestica: A)Material usado para coleta de
hemolinfa; a)Ponteira de 200ul; b) tudo capilar de micro-hematdcrito; c)mangueira de
escalpe 25G; d) agulha de escalpe 25G; B) Coleta da hemolinfa; C) ponto de coleta da
hemolinfa; D) Gota de hemolinfa depositada sobre lamina previamente esterilizada.
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5.4.2 Preparagdo das laminas

Apds a realizacdo do esfregaco(Fig. 7B), as laminas ficaram secando em
temperatura ambiente por 30 minutos, apds os quais, foram colocadas em um recipiente
contendo metanol(Fig. 7C), onde ficaram por 7 minutos para fixacdo do material.Em
seguida, o material foi corado com Giemsa (New Prov®, Pinhais, PR) por 12 minutos
(Fig. 7D) e depois foi lavado em agua corrente para retirada do excesso de corante. A
hemolinfa de cada larva resultou em uma lamina, foram feitas cinco laminas para cada
uma das trés repeticoes.

As células foram classificadas morfologicamente com auxilio de microscépio
Optico no aumento 400 x e 1000x, levando-se em consideracdo: tamanho de célula,
proporcdo nucleo/citoplasma, presenca de granulos, homogeneidade de citoplasma,
presenca de filopodios.

As fotos foram realizadas com auxilio de microscopio Optico com camera
acoplada (Leica DN 750) e as medicGes das células realizadas pelo software LAZ EZ no
aumento 1000x. Para o calculo do diametro celular foram medidos 25granuldcitos, 25
plasmatdcitos, 25 pro-hemocitos, 15 oenocitoides e 15 esferuldcitos em cada uma das
trés repeticbes,calculando-se entdo a média e o desvio padrdo das amostras. Para o
calculo da proporcdo nucleo/citoplasma foram medidas as circunferéncias do nucleo e
do citoplasma de 10 células de cada tipo celular e de cada repeti¢cdo, somando-se 30
celulas de tipo.

Figura 7. Método de coloracdo Giemsa: A) Coleta de hemolinfa; B) preparo do
esfregaco; C) Fixacdo em Metanol (7min); D)Coloracdo Giemsa por 12 minutos; E)
Lavagem das laminas em agua corrente; F)Microscopio Optico com camera acoplada e

computador com o programa Toupview.
F . A
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5.5 Efeitos de B. thuringiensis no perfil de hemdcitos de hemolinfa de larvas de

M. domestica.

5.5.1 Suspensdo de Bacillus thuringiensis e tratamento das larvas de M.
domestica.

Os ensaios foram conduzidos com Bacillus thuringiensis S599 previamente
liofilizada. A concentracédo utilizada foi de 1mg/g de racdo de galinha poedeira. Foram
pesados 3 g de racdo para galinha poedeira colocados em potes plasticos de 200ml. Em
tubos de centrifugacdo de 15 ml foram colocados 4ml de Tween 80 0,01% e depois
adicionadas a bactéria B. thuringiensis S599 e homogeneizada em vortex. A solucao foi
vertida em pote plastico contendo a ragéo e 150 larvas de M. domestica; cada pote com
larvas foi referente a um tempo de coleta de hemolinfa apo6s tratamento: 12 h, 24 h, 48

h, e 72 h.Trés repeticbes independentes foram conduzidas.

5.5.2 Contagem de células totais da hemolinfa de M. domestica

A hemolinfa foi coletada como indicada no item 5.4.1 e colocada em microtubo
de 1,5 ml com 30ul de inibidor de protease (Inhibit® Sigma Aldrich) e 82ul de
PBS(NaCl 1,5 M; EDTA 50 mM; pH 7,4), e mantida sob refrigeracdo. Apds a coleta a
amostra foi centrifugada a 5040g durante 4 minutos em centrifuga para microtubos
refrigerada a 4 °C. A quantificacdo dos hemacitos foi feita apds sua ressuspensdo em
200 pL de tampao fosfato pH 7,4 com auxilio de cAmara de Neubauer e microscopio

Optico no aumento de 400 x.(tampao fosfato 0,1M; NaCl 1,5 M; pH 7,4)
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Figura 8. Contagem Total de células de Musca domestica: A)Coleta de hemolinfa;
B)Microtubos com 30ul de inibidor de protease e 82ul de PBS, em gelo para coleta de
hemolinfa; C) Centrifuga de Microtubos de 1,5ml refrigerada; D)Camara de Neubauer;
E)Visualizagdo da Camara de Neubauer em objetiva de 40x.

5.5.3 Contagem diferencial de células

Para a identificacdo das células foi utilizado microscopio éptico no aumento
400%x, e em cada lamina foram contadas e classificadas 200 células
randomicamente.Foram examinadas cinco laminas para cada tempo de coleta em cada
repeticdo. Foram feitas trés repeticdes,somando-se entdo 15 laminas examinadas para
cada tempo e 3000 células para cada tempo. Foram feitas médias de cada repeticao e

calculado o desvio padréo.

5.5.4 Avaliacdo do tamanho celular

Para observacdo do efeito do tratamento com B. thuringiensis no
tamanho dos hemdcitos foram medidos 25 granulécitos, 25 plasmatécitos, 25 pro-
hemacitos, 15 oenocitoides e 15 esferulécitos de cada repeticdo, somando-se 75 para 0s
trés primeiros tipos celulares e 45 para os Gltimos dois, e calculando-se entdo a média e
0 desvio padrdo. Para o calculo da propor¢do ndcleo/citoplasma foram medidas 10
células de cada tipo e de cada repeti¢do, somando-se 30 células analisadas.
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5.5.5Proporgéo nucleo/citoplasma

Para o calculo da proporcdo nucleo/citoplasma foram medidas as
circunferéncia do nucleo e do citoplasma de 10 células de cada tipo celular em cada

uma das trés repeticdo, somando-se 30 células de cada tipo.
5.6Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA com intervalo
de confianca de 95% (P <0,05), seguida por analise de comparacdo de médias pelo teste
Student Newman-Keuls (SNK).
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6. RESULTADOS

6.1 Selecéo de estirpes toxicas

Dentre as 22 estirpes estudadas, S601 causou mortalidade de 83% e S599 de
97%, 48 horas ap0s tratamento, conforme apresentado na Fig. 1. Dezessete das estirpes
causaram mortalidade inferior a 40%, ndo se mostrando, portanto, eficazes para controle
de M. domestica; S615, S587 e S711 apresentaram mortalidade de 57, 66 e 70%
respectivamente, entretanto ndo foram selecionadas para o teste de Eficacia do

Tratamento Larval (ETL) devido a existéncia de estipes mais eficazes.

Figura 9. Mortalidade média de larvas L3 de Musca domestica tratadas com cada uma

das 22 estirpes de Bacillus thuringiensis.
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6.2 Bioensaio para célculo de Eficacia do Tratamento Larval

A estirpe S601 ndo causou significativo percentual de mortalidade das larvas e

mortalidade das pupas quando comparado ao grupo controle, ndo variando também
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entre as diferentes concentracdes testadas. Quanto ao teste para avaliacdo da ETL,
expressivos valores de eficiéncia foram observados em todas as concentragdes. A
estirpe S599 também apresentou resultados estatisticamente representativos com relacéo
a mortalidade larval e de pupas, e apresentou eficacia do tratamento larval em todas as
concentracdes testadas, alcancando percentuais superiores a 74% em todas as

concentragdes, conforme dados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Mortalidade larval, mortalidade de pupas e eficacia do tratamento larval de
M. domestica tratadas com diferentes concentragdes de Bacillus thuringiensis estirpes
S601 e S599, 10 dias ap6s tratamento. Médias seguidas de mesma letra na mesma
coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls com
nivel de significancia de 5%.

Eficacia tratamento

Isolado  Doses mg/g Mortalidade larval  Mortalidade pupas larval (ETL%0)
Controle 8,89+2,94a 19,07+8,69aA
0,125 13,34+10,88a 66,81+19,32b 68,08+24,93a
0,25 3,06+2,49a 46,44+19,92b 47,33+25,28a
0,5 5,56+2,49a 61,31+20,37b 63,09+19,05a
1 7,87+4,07a 77,41+13,49b 78,37+13,57a
5601 5 25,01+12,53a 97,78+2,222b 97,78+2,22a
10 32,96+16,48a 96,11+2,422b 97,5+1,27a
15 42,13+12,57a 85,19+12,14b 90,42+7,55a
20 41,98+14,89%a 69,75+16,64b 86,22+8,44a
0,125 12,63+6,25AB 69,17+25,18B 80,99+15,52A
0,25 16,48+9,43AB 71,85+19,96B 73,64+21,41A
0,5 19,69+2,36AB 88,40+5,87B 90,95+4,59A
1 26,17+14,79AB 86,3+£1,16B 89,7412 81A
S599 5 35,68+12,65AB 67,44+19,858B 79,36+10,68A
10 45,25+10,47AB 75,00+25B 81,25+18,75A
15 53,33+24,03BC 87,78+10,6B 97,48+1,31A
20 67,78+23,57C 55,56+29,4B 97,94+2,05A
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6.3 Caracterizacdo morfologica de hemacitos.

Foram encontrados, tanto no grupo controle como no grupo tratado com B.

thuringiensis  S599, cinco tipos de hemdcitos, sendo eles: plasmatocitos,

granuldcitos,pré-hemacitos, esferuldcitos e oenocitoide.

Pro-hemacitos (Figura 6A): representaram 9% das células; eram pequenos com
forma redonda, nicleo ocupando quase a totalidade do citoplasma
(72,04+6,74%), sem projecoes evidentes e medindo em média 11,8 £1,75 um;
Plasmatocitos (Figura 6B): foram as células mais freqlentes (51%); se
apresentaram de forma bastante variavel, com nucleo central, simples ou duplo,
ocupando 40,26+14,2% do citoplasma. O citoplasma apresentou-se com
inimeras projecdes de formas e tamanhos variados, em geral homogéneo, sem
granulacdes e com diametro médio de 21,8+9,01um;

Granulécitos (Figura 6B,C): foram o segundo tipo celular mais abundante,
representando 38% das células; eram células arredondadas ou ovaladas com
nacleo relativamente pequeno, ocupando 33,36+7,87% do citoplasma. No
citoplasma foram encontradas grandes quantidades de grénulos, a membrana
citoplasmatica era bem evidente, e didmetro médio de 14,242 4um,;

Oenocitoides (Figura 6C): representaram 1% das células encontradas,eram as
maiores células, com diametro de 30,4+ 5,7 um em média, possuem forma
arredondada, com nucleo pequeno, na maioria das vezes centralizado, e ocupando
13,5+4,2% do citoplasma.

Esferuldcitos (Figura 6D): representaram 1% do total de células, com nucleo
pequeno e excéntrico, e citoplasma com muitos granulos. A membrana
citoplasmatica ndo era evidente, conferindo a superficie celular aspecto de amora,
com diametro médio de 18,7+ 10,6 um; muitas vezes com aspecto de célula em

decomposicéo.
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Figura 10. Hemacitos da hemolinfa de larvas de Musca domestica corados com Giemsa, e
observados por microscopia Optica no aumento de 100x. Em A) pré-hemdcito onde o
nucleo(Nu) ocupa grande parte da célula; B) esferulécitos apresentando grande quantidade
de granulos(G)com nucleo(Nu) central e relativamente pequeno; C) oenocitoides(O) que
sdo as maiores células encontradas, e granuldcitos(Gr); D) plasmatocitos(P) que
apresentam inimeras projecOes citoplasméticas conferindo a essa célula grande variagdo
no formato.
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6.4 Efeitos de B. thuringiensis no perfil de hemdcitos de hemolinfa de larvas de M.
domestica.

A exposicdo de larvas de M. domestica a estirpe S599 de B. thuringiensis na
concentracdo de 1mg/g de ragcdo de poedeiras causou uma elevacao bastante significativa
na contagem total de hemacitos 48 horas apds tratamento, alcangando aproximadamente
35*10° células/ml de hemolinfa, enquanto no mesmo periodo o grupo controle apresentou
contagem inferior a 10*10° de células/ml de hemolinfa (Figura 11). Entretanto, na
contagem diferencial de hemdcitos o tratamento ndo resultou em distribuicdo diferente em
relagdo ao grupo controle, sendo a porcentagem de pro-hemacitos entre 15 e 25 % do total
de células, plasmatocitos entre 30 e 45%, granuldcitos 25 e 50%, oenocitoidesl e 3% e 0s
esferuldcitos que representaram de 1 a 4% dos hemdcitos totais (Figura 12). Com relacdo
as outras mensuracOes realizadas, o tratamento ndo resultou em alteragdes, ficando o
tamanho (Figura 13)e a propor¢do nucleo/citoplasma (Tabela 4)dos hemdcitos iguais

estatisticamente em relacdo ao observado no grupo controle.

Figura 11. Contagem total de células da hemolinfa de larvas de M. domestica tratadas
com a estirpe S599 de Bacillus thuringiensis na concentracdo de 1mg de esporos
liofilizados/mg de ragdo de poedeira. Médias seguidas de mesma letra maidscula em um
mesmo periodo, ou de mesma letra minascula nos diferentes intervalos de tempo dentro do
mesmo tratamento, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Student-Newman-
Keuls com nivel de significancia de 5%. Onde BT representa grupo tratado com Bacillus
thuringiensis e CT representa grupo controle.
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Figura 12.Contagem diferencial dos hemdcitos de larvas de Musca domestica. Distribuicao
temporal dos diferentes hemdcitos na hemolinfa de larvas de M. domestica tratadas com Bacillus
thuringiensis S599, e grupo controle, analisados estatisticamente por ANOVA e pelo teste de
Student-Newman-Keuls com nivel de significancia de 95%. N&o houve diferenga significativa em
nenhum dos resultados. Onde Bt representa 0 grupo tratado com Bacillus thuringiensis e ct o
grupo controle.
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Figura 13. Comparacdo do tamanho celular de hemdcitos da hemolinfa de larvas de Musca
domestica tratadas com Bacillus thuringiensis S599, 72 horas apds tratamento, e grupo
controle. Analisados estatisticamente por ANOVA e pelo teste de Student- Newman- Keuls com
nivel de significancia de 95%.
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Tabela 4. Proporgdo ndcleo/citoplasma de hemdcitos de larvas de Musca domestica, 72 horas
apos tratamento com Bacillus thuringiensis S599 na concentragdo de 1mg de esporos
liofilizados por grama de rag&o de poedeira.

Tipos celulares Controle (%) B. thuringiensis S599 (%)
Pré-hemdcito 72,04+6,74a 73,88+1,51a
Plasmatocito 40,26+14,2a 44,9+3,59a

Granulécito 33,36+7,87a 30,32+1,67a

Oenocitoide 13,5+4,2a 10,83+0,33a

Esferuldcito 20,61+5,19a 23,18+4,02a
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7.DISCUSSAO

No presente estudo B. thuringiensis mostrou-se promissor para o controle de M.
domestica, assim como ja havia se mostrado promissor como agente de biocontrole para
diversas pragas: Aedes aegypti (Beltrdo et al., 2007), Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) (Berlitz 2004; Tremilios et al., 2008) e diversos outros
insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (Praca et al., 2004). Apesar de
existirem estudos que avaliaram a toxicidade de B. thuringiensis contra larvas de M.
domestica, a maioria foi conduzido fora do Brasil: Africa do Sul (Mwamburi et al.,
2011), Inglaterra (Johnson et al., 1998), Franca (Burgerjon e Galichet, 1965), Estados
Unidos (Lancey e Mulla, 1976), Arabia Saudita (Abozinadah et al., 2011); raros séo 0s
estudos nacionais que selecionaram estirpes autoctones de B. thuringiensis promissoras
para o controle de M. domestica (Zimmer et al., 2013; Duarte et al., 2009).

Neste trabalho selecionou-se as estirpes S601 e S599, que demonstraram
relevante eficacia do tratamento larval (ETL), como promissoras candidatas a agentes
de biocontrole de M. domestica. Zimmer et al.(2013) também testaram a toxicidade de
Brevibacillus laterosporos, Bacillus thuringiensis israelensis e B. thuringiensis kurstaki
contra larvas de M. domestica e obtiveram mortalidade larval de até 53% , resultados
esses proximos aos obtidos no presente estudo. No entanto, cabe ressaltar que
comparagOes entre metodologias e estirpes diferentes sdo de pouca expressao, uma vez
que existem centenas de toxinas produzidas por diferentes estirpes de Bacillus sp.
(Monerat 2005).

Outros estudos também mostraram diferentes formas de utilizacdo do
microrganismo para finalidades de controle de M. domestica, como a utilizagéo direta
de delta-endotoxinas, capazes de causar elevados percentuais de mortalidade de larvas
(Mehrabi et al., 2015); a utilizacdo da toxina pura propicia utilizacdo de concentracfes
muito menores do que esporos de B. thuringiensis. Além disso, a administragéo de B.
thuringiensis israelensis junto a racdo para tratamento de aves também mostrou-se
capaz de reduzir 90% das larvas de M. domestica apds quatro semanas do tratamento
(Mwamburi et al., 2011).

No bioensaio conduzido com objetivo de selecionar estirpes com notavel
toxicidade contra larvas de M. domestica foram utilizados esporos produzidos em meio
liguido NYSM (Yousten 1984). Nesse ensaio as estirpes mostraram viruléncia

notadamente superior do que nos testes onde foi avaliada a eficacia do tratamento larval
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com diferentes concentracdes de esporos. Nesse segundo ensaio, foram utilizados
esporos liofilizados, sugerindo que o processo de liofilizagdo pode diminuir a
concentracdo de toxinas e ocasionar a perda de outras toxinas que podem atuar
sinergicamente para o sucesso do tratamento, conforme reportado por Angelo et al.
(2010). Além disso, outros fatores também podem interferir na eficacia do tratamento,
como diferentes formas de aplicagdo dos esporos, que podem alterar a concentragdo das
toxinas, e a viabilidade dos insetos alvo (Mwamburi et al., 2011).

O presente estudo também caracterizou cinco tipos de hemacitos da hemolinfa
de M. domestica, os quais foram reportados por Abozenadah (2010) na mesma espécie.
Outros tipos celulares, ndo observados nesse estudo também ja foram reportados na
literatura, como trombocitoides (Fernandes, 2010), e células intermediérias (Mishra,
2015). Além disso, o tratamento por B. thuringiensis ndo causou alteracdes
morfoldgicas dos hemacitos de larvas tratadas, assim como ndo resultou em diferencas
nas concentracBes dos diferentes tipos de hemdcitos. Esse relato contraria as
observacdes de Abozenadah (2010) que observou diminuicdo do tamanho dos proé-
hemdcitos e alteragdes citoplasmaticas em plasmatocitos, além de degeneracdo da
membrana citoplasmatica de granuldcitos e extrusdo do nucleo de algumas células, em
larvas de M. domestica tratadas com B. thuringiensis israelensis. E importante ressaltar
que essa variacao de resposta nos dois estudos pode estar relacionada com a diferenca
de toxinas produzidas pelas estirpes investigadas. Entretanto, o aumento significativo do
namero de células na hemolinfa das larvas 48 horas apos tratamento foi expressivo em
ambos os estudos, fato este explicado pelo mecanismo de acdo de delta-toxinas de B.
thuringiensis, que causam formacao de poros na membrana intestinal causando perda de
fluidos, desidratacdo e consequentemente elevando a concentracdo dos hemdcitos na
hemolinfa (Jisha et al., 2013).

Neste sentido, o presente estudo destaca a sele¢do de estirpes nacionais de B.
thuringiensis como possiveis candidatas ao controle de M. domestica. Destaca também
que danos a fisiologia de larvas podem ser observados 48 horas ap0s exposicdo das
mesmas a racdo tratada com esporos de B. thuringiensis estirpe S599. Além de
demonstrar que a estirpe S599 possui notavel eficacia do tratamento larval para M.

domestica, 0 que a elege como promissor agente de controle biolégico para este diptero.
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8. CONCLUSAO

Bacillus thuringiensis S599 e S601 mostraram-se promissoras para o controle de
Musca domestica.

Os tipos celulares encontrados na hemolinfa de larvas de Musca domestica
foram: plasmatdcito, granuldcitos, esperuldcitos, pré-hemdcitos e oenocitoides.

O tratamento com Bacillus thuringiensis S599 eleva a contagem total de

hemdcitos, no entanto ndo causa alteracbes na morfologia e a contagem
diferencial de hemdcitos.
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