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1. INTRODUGAOD

0 uso de agentes bioldgicos, para o controle de
insetos, tem recebido uma grande consideragdo nas estratégias
de Manejo Integrado de Pragas. A importancia e as vantagens
deste método s3o bem reconhecidas ultimamente. Através do
conhecimento mais profundo dos agentes bioldgicos e dos fato-
res que'possam alterar a sua potencialidade, a aplicagdo prati
ca desses métodos pede se tormar mals complexa, porém, mais
atil e mais eficiente. 0s métedos bioldgicos de controle atual
mente atingem Areas de combate as plantas daninhas, patdgenos

de plantas, nematddeos, insetos e acaros.

0 sucesso de um agente bioldgico depende, dentre ou-
tros fatores, do seu grau de especificidade em relacdc & pra-
ga; ou seja, & tdc mais eficiente quanto mais esgpecifico.Entre
tanto, se o hospedeiro tiver a tendéncia a desaparecer periodi
camente da regido, apenas aqueles inimigos naturais que tém a
capacidade de adaptarem-se a hospedeiros alternativos, serao
capazes de sobreviver até o ressurgimento do seun hospedeliro
preferencial. A especificidade de agentes biolbégicos fol bem
documentada por varios autores, principalmente por Doutt &

DeBach (1964) e Baker & Coock (1974).

Embora o fato de que insetos sofrem doengas, jé seja

conhecido pelé homem ha& mais de 2.000 anos , o desenvolvimento



da Patclegia de Insetos como ciéncia é relativamente recente
(Steinhaus, 1963). A primeira tentativa mais concreta para 0
desenvolvimento da Patologia de Insetos em grande escala, como
parte da &rea de Controle Bioldgico, foi apresentada durante
" THE INTERNATIONAL LIVE STOCK EXPOSITION " em 1927, como esfor
¢co internacional entre oito paises europeus, além dos Estados

Unidos e do Canadad (Cameron, 1963).

Hoje em dia e com a experiéncia adquirida, pode-se di
zer que as falhas observadas nas primeiras tentativas de uso de
patdégenos ocorreram devido .a falta ou a deficiéncia de conheci
mentos badsicos. Consequentemente, ou foi usado um patdébgeno im-
préprio, ou até a aplicacgdo foi feita sob condi¢Bes inadequadas.
Neste sentido, apoiamos Cameron (1963) quando disse que por
vezes, estudos basicos de identificagdo do organismo e avalia-
¢do do seu efeito nos seus diferentes hospedeiros podiam  pou-—
par tempo, energia e material, € o mals importante, evitar a
descrenca em rela¢do a potencialidade da Patologia de Insetos ,

como area basica para o Controle Biolégico.

Relativamente, sdo poucos os patdgenos explorados
como agentes de controle, embora o numerc de espécies isoladas
e identificadas taxonomicamente seja enorme. Issc indica a fal-
ta de conhecimentos profundos sobre a maioria dessas egpécies

H& cerca de 500 "isolados" de Bacillus thuringiensis Berliner ,

350 de virus da poliedrose nuclear e granulose obtidos de inse-
tos e acaros {Martignoni & Iwai, 1975), além de centenas de ou-

tros patégenos. Porém, sdo pouquissimos os patdgenos comerciali



zados € usados comumente em programas de controle no Mundo
(2 espécies de bactérias, 2 de fungos e 1 de virus).Isto indica
que as investigagles sobre patdgenos de insetos, assim como a
possibilidade da sua utilizagdo como agentes de controle de pra
gas, ainda representam uma ciéncia que praticamente estd nascen
do e que poderia oferecer informagdes para a total integragdo e
aplicabilidade dos diferentes métodos na area de controle de

pragas.

A Bacteriologia de Insetos é uma das linhas mais de-
senvolvidas nas pequisas de Patologia de Insetos. Foram investi
gadas varias espécies de bactérias, principalmente B. thurin-
giensis..Atualmente, e com as informacBes obtidas através de
inumeras pesquisas, este bacile ocupa © primeiro lugar entre oS
patbgenos mais produzidos e usados para o controle de insetos
pragas. Esta bactéria foi isolada pela primeira vez em 1911 e
é produzida na Franga desde 1938. B. popillae, por sua vez, CO-
mecou a ser usado nos Estados Unidos em Jgrande escala a partir
de 1939 (Dutky, 1941). Varias outras espécies de patbgenos  de
insetos sdo hoje conhecidas e consideradas bastante promissoras
para o controle de pragas e sdo bem documentadas em publicagdes
técnicas e cientificas (NAS, 1972 e 1975; WHO, 1973a e 1973b ;
AIBS, 1975: Falcon, 1976).

Em relagdo & B. thuringiensis, j& existem condigbes

de prever quais insetos podem morrer por esta bactéria e , em
varios casos, de saber como a mesma pode matar o insete alvo ,

seja pela agdo das toxinas, seja por germinacao, multiplicagéo



e finalmente septicemia, ou mesmo pelos dois mecanismos. Entre
tanto, ainda faltam varias informag¢Oes, principalmente sobre a
variacdo de susceptibilidade dos insetos em relagdo as diferen
tes linhagens deste patégeno (com os seus variaveis niveis de
viruldncia). As caracteristicas fisioldgicas do inseto exercem
um papel fundamental neste aspecto, pois em VArios casos fo1i
possivel determiné-las e relacionéd-las com o potencial do

patbgeno para o inseto em questao.

Agsim, no presente trabalho, pretende-se avaliar

alguns isolados de B. thuringiensis, representando duas varie-

dades, e verificar a sua eficiéncia em alguns insetos daninhos,

tanto para a area agricola como a de saude humana.

As investigag8es incluem estudos de susceptibilidade
e a sua relacio com os problemas de padronizacdo de patdgenos.
Pretende-se, também, estudar a sintomatologia externa junta-—
mente com as alteracBes histoldgicas em insetos infectados pe-
la bactéria, objetivando a caracterizagao de cada espécie ,
quanto ac seu tipo sintomatoldgico dentro da classificagdo de
Heimpel & Angus (1959). Possivelis recomendagdes para aplica-

¢Bes de campo serdo apresentadas.

0s estudos realizados envolvem avaliagdes da poten-

cialidade de uma linhagem de B. thuringiensis var, kurstaki

(Sorotipo H-3a:3b}, isclada pelo presente autor no Brasil ,

amostras experimentais de B. thuringiensis var.israelensis (So

rotipo H-14) ‘e alguns produtos jé& comercializados a Dbase de

B. thuringiensis var. kurstaki {Sorotipo H-3a:3b).




2. REVISAQ HISTORICA

2.1. ASPECTOS TAXONOMICOS DE Bacillus thuringiensis

As bactérias esporulantes da familia Bacillaceae
correspondem & maior parte das bactérias patogénicas , conheci-
das como agentes microbianos promissores, para o controle de
insetos pragas. A adequagdo e a eficiéncia de varias espécies

foram avaliadas em inameros trabalhos., Bacillus sereus Frank-

land & Frankland , B. thuringiensis Berliner e B. Popilliae
Dutky ocupam um ligar de destaque neste sentido. O papel

desses agentes como patdgenos de insetos fol bem tratado em al-
gumas revisdes relativamente recentes (Angus & Heimpel , 1960 ;

Dutky, 1963 ; Heimpel & Angus, 1963).

B. thuringiensis, gram positivo, aerbbio e formadox

de esporo, tem recebidc a maior atengdo nas investigacgdes em
relagdo aos demais patbgenos de insetos, devido ao efeito pato-
génico do seu cristal protéico. Esta bactéria foi isolada pela
primeira vez por Berliner em 1911, a partir de larvas doentes

de Anagasta ktlhniella Zeller e descrita pelo mesmo autor em

1915. As larvas de A. kfihniella, de acordo com Mattes (1927),
sofrem a infec¢do por via oral e o bacilo multiplica-se dentro
do corpo causando a morte do inseto. Desde entdo, varias linha-
gens deste bacilo foram iscladas de espécies diferen‘ées de 1n-

setos e tratadas em varias publicagbes {Toumanoff & Vago, 1951;



Talalaev, 1957a e 1957b; Heimpel & Angus, 1958; Xrieg et al. ,
1968; Paleari et al., 1980). A virulé@ncia e o potencial de
varios desses isolados foram avaliados por muitos pesquisadores
(Steinhaus, 1949; Toumanoff & Vago, 1952; Steinhaus & Jerrel ,
1954; Lemoigne et al., 1956; Krieg, 1957; Majumdar et al.,1957;
Vankova, 1957; Martouret, 1959%9a e 1959b; Van Damme & Van Der
Laan, 1959; McEwen et al., 1960; Angus, 1967).

As descobertas de diferentes variedades de bactérias
cristaliferas causadoras de doencas em larvas de Lepidoptera ,
revelam a possibilidade de ocorréncia de evolugao € adaptagao
desses patbdgenos dentro dessa gama de hospedelros naturais

Por exemplo, B. thuringiensis var. SCTTO Ishiwata,originalmente

s

isolada por Ishiwata em 1902 de larvas de Bombyx meri L., e

muito mais tdxica para este inseto do que B. thuringlensis var.

thuringiensis, isolada de A. ktlhniella por Mattes em 1927 { An-

gus, 1956a ; Steinhaus, 1960). Da mesma forma, Vankova ( 1964 )
avaliou 12 linhagens de bactérias cristaliferas usando larvas
de 8 espécies de Lepidoptera e encontrou evidéncias de patogeni
cidade seletiva. Junto com estes, varios outros trabalhos Trea-
1izados confirmam a hipbdtese de haver co-evolugdo ¢  adaptagdo
entre essas linhagens e seus hospedeiros (Krieg & Franz, 1959 ;

Grigorova, 1964; Shaikh & Morrison, 1966) .

Varias semelhancas morfolbgicas e bioquimicas entre

as variedades de B. thuringiensis e B. cereus levaram. alguns

pesquisadores a questionar a validade de considerar B. thurin-

giensis como espécie independente. Smith et g;.(l946) y por



exemplo, consideram este bacilo como uma variedade de B. cereus.
Alguns autores t&m apoiado essa designacdo, tais como Toumanoff,
(1952) e Toumanoff & Le Coroller (1959) que chegaram a dividir
0 grupo B. cereus em duas categorias, cristaliferas e acristali

feras. Esta opinifio baseou-se na possibilidade de B.thuringien-

sis originar-se de B. cereus, visto que passagens controladas e
consecutivas de certas linhagens deste Gltimo em larvas de

Galleria mellonella L. resultam em células cristaliferas { ca-

racteristica de B. thuringiensis)(Toumanoff, 1956; Toumanoff &

Le Coroller, 1959; Steinhaus, 1960). Entretanto, outros investi
gadores como Delaporte & Beguin (1955) e Heimpel & Angus (1958)
foram dos que insistiram na opiniZo de que as variedades crista
1iferas devem ser cohsideradas como um grupo separado e indepen
dente de B. ceréus. Heimpel & Angus {1958 e 1960) consideraram
a formacdo do cristal protéico como carédter constante e dividi
ram o0s bacilos cristaliferos em 3 categorias:

_ B. tlmringiensis com as suas variedades (thuringiensis ,

sotto e alesti),

- B. entomocidus Heimpel & Angus, com as suas variedades {ento-

mocidus e subtoxicus) e

- B. finitimus Heimpel & Angus.

Steinhaus (1963) reconheceu a separagao de E} thuringiensis co

mo espécie, mas nio de B. entomocidus e B. finitimus e consi-

dera as duas bactérias como variedades de B. thuringiensis, des

de que a diferenciagdo foli baseada em caracteristicas ndo cons

tantes como produgdo de lecitinase e acetolna.



Até recentemente, houve ainda questionamento  quanto

a posicado taxonbmica de B. thuringiensis. Gordon et al. (1973)

nio concordam que a patogenicidade e a produgdo do cristal pa-
rasporal sejam critérios suficientes para o estabelecimento de
uma espécie e sugerem considerar este patdgenc como uma varie-
dade de B. cereus. A opinido desses pesquisadores foi baseada
na semelhanca entre as duas bactérias guanto ao exospbrio carac
teristico, a um antigeno de esporec, e a susceptibilidade cru-
zada a alguns bacteriodfagos. Por outro lado, Buchanan & Gibbons
(1674) reconhecem e reconfirmam a individualidade de B. thurin-
giensis como uma espécie separada de B. cereus, baseando-se na
producdo do cristal e no espectro de patogenicidade, como Cri-
térios. De um modo geral, os patologistas de insetos, nao se
ocupando da questao taxonbmica e por conveniéncia, apoiam esses
dois autores e consideram esta bactéria cristalifera como uma

espécie.

Com o numero fabuloso de isolados de B. thuringiensis

obtidos no Mundo até o inicio da Decada de 60, surgiram 0s prop
lemas de classificacfo das variedades deste bacilo. Os crité-
rios bacteriolbébgicos classicos, entre morfolbgicos, fisioldgicos
e culturais, n3o eram satisfatdérios para resolver a questdo. O
emprego de testes imuno-sorolbgicos para a classificagio dos
diferen%es isplados deste patdgeno fol sugerido pela primeira
vez por de Barjac & Bonnefol (1962) e Bonnefoi & de Barjac
(1963). Esses autores determinaram as caracteristicas culturals

e bioquimicas. de 50 linhagens de B. thuringiensis, e com o mé-




todo de anilise do antigeno-H, foram capazes de identificar e
agrupar as mesmas em 9 sSOrotipos distintos (padrdes). Norris &
Burges (1963) e Norris (1964), através de anidlise eletroforé-

tica das formas moleculares de esterase em extratos de células

vegetativas de 46 linhagens, estabeleceram 9 padrdes que
correspondem aos grupos sorolbgicos obtidos por de Barjac e
Bonnefoi, com raras excegdes. As variedades sotto e dendro-

limus que Sao sorologicamente idénticas, mostraram ser diferen
tes quando sujeitas & analise das esterases , fortalecendo des
te modo a recomendacdo de Norris & Burges (1965) Para o] uso
dessa andlise em estudos taxondmicos das linhagens de B.

thuringiensis.

Esses estudos indicam claramente que entre as dife-
rentes linhagens e variedades desta bactéria existem  diferen
cas bioquimicas e soroldgicas (Ohba & Aizawa, 1978 ; Lavini ,
1981). Tais diferengas sao ainda relacionadas com outros fend-
menos, como a especificidade e a viruléneia (Angus, 1965). Os
frequentes isolamentos de novas cépas a partir de novos hospe-
deiros revelam a ampla distribuigdo natural desta bactéria ,
podendo ser atualmente considerada cosmopolita (Aizawa et at.,

1961; de Barjac & Bonnefoi, 1962 € 1968; Bonnefoi & de Barjac,
1963; Norris, 1964 ; Krywienczyk & Fast, 1980).

Heimpel (1967) elaborou uma chave de identificagdo
das bactérias cristaliferas, na qual apoiou a sugestao de

steinhaus (1963) de eliminar B. entomocidus como espécie e

consideri-la come variedade de B. thuringiensis. Desde entao ,
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surgiram varios trabalhos de isolamento e identificagdo de
novos sorotipos (sorovariedades) deste bacilo. A tabela 1 rela

ciona tais trabalhos com 0S5 sorotipos identificados até 1981.

2.2. PRINCIPAIS TOXINAS PRODUZIDAS POR B. thuringiensis

As variedades de B. thuringiensis produzem  algumas

toxinas j& caracterizadas além de substincias com agdo toxica
pouca definida para muitos insetos. As toxinas dque se seguen

s3o as malis importantes:
1. fl-exotoxina

Toumanoff (1953) denominou e caracterizou esta
roxina como Lecitinase-Cj; sollivel em agua, termoldbil e téxica
para insetos. Krieg (1971) isoloun uma toxina semelhante a esta

e de acgdo toOxica para macacos € larvas de Plutella xylostella

(:maculipennis). Tal toxina foi encontrada no sobrenadante de

culturas de B. thuringiensis e fol denominada por ele como

nroxina de macacos”" ou nroxina termosensivel", desde que dife-

ria quimicamente de Lecitinase-C.
2. /9eex0toxina

Este nome foi sugerido por Heimpel (1967) .Esta
toxina, termostével e sollvel em 4gua, é altamente toxica para
maitos insetos e certos vertebrados (McConnell & Richards,1959;

Hall & Arakawa, 1959; Heimpel & Angus, 1963; Burgerjon, 1965 e



TABELA 1 Sorotipos de B. thuringiensis registrados até 1981

Sorotipo Variedade Isolada de Encontrada €m
H-1 thuringiensis Anagasta ktlhniella Europa
H-2 Finitimus Malacosoma disstria América N
H-3 alesti Bombyx mori Europa
H-3a alesti Bombyx mori Europa
H-3a:3b kurstaki Anagasta ktthniella Europa
H-3a:3b-K1 kurstaki Anagasta ktlhniella Europa
H-3a:3b-K73 kurstaki Anagasta ktfihniella Europa
H-4a:4D sotto Bombyx mori Aslia
H~4a:4b dendrolimus Dendrolimus sibiricus Africa
H-5a:5b galleriae Galleria mellonella Asia
H-5a:5c canadensis Diparopsis SP. América N
H-6 subtoxicus Paralipsa gularis América N
H-3a:3b kurstaki, HD-1 Pectinophora gossypiella América N
H-7 aizawal Ephestia cautella Asia
H-8a:8b morrisoni Galleria mellonella Europa
H-8a: 8cC ostriniae Ostrinia nubilalis Asia

H-9 toioworthi Plodia interpunctella Europa
H-10 darmstadiensis Galleria mellonella Eurcpa
H-11a:11b toumanoffi Galleria mellonella Europa
H-lla:llc kyushuensis BombyX mori Asia

H-12 thomp soni Galleria mellonella América N
H-13 pakistani Cydia pomonelila Asia

H-14 igraelensis Solo (mosquito) Oriente M
H-15 dakota Solo (plantagdo) América N
B-16 indiana Solo (plantagdo) América N
H-17 tohokuensis Viveiros de B.mori Asla

H-18 kumamotoensis Viveiros de B.mori Asia

H-19 tochigiensis Viveiros de B.mori Asia
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Isolada por

Sorotipo determinado por

Berliner, 1911; Mattes, 1927
Mac Name, 1956

Toumanoff & Vago, 1951
de Barjac & Lemille, 1970
Kurstak, 1962
Krywienczyk et al.,1978
Krywienczyk et al.,1978
Ishiwata, 1902

Talalaev, 1956

Isakova, 1956

Morris, 1962

Steinhaus, 1945

Duimage, 1967

Aizawa, 1962

Norris, 1963

Ren, 1975

Norris, 1963

Krieg et al.,

Toumanoff, 1956

Ohba & Aizawa, 1977
Thompson, 1969

Shaikh, 1975

Goldberg & Margalit, 1977
Delucca & Larson, 1978
DeLlucca & Larson, 1978
Ohba et al., 1981

Ohba et al., 1981

Chba et al., 1981

Bonnefoi & de Barjac, 1963
Bonnefoi & de Barjac, 1963
Bonnefol & de Barjac, 1963
de Barjac & Lemille, 1970
de Barjac & Lemille, 1970
Krywienczyk et al., 1978
Krywienczyk et al., 1978

. Bonnefoi & de Barjac,1963

Bonnefoi & de Barjac,1963
Bonnefol & de Barjac, 1963
Bonnefoi & de Barjac, 1963
Bonnefol & de Barjac, 1963
Dulmage, 1970

Bonnefol & de Barjac, 1963
Bommefoi & de Barjac, 1963
Ren et al., 1975

de Barjac & Bonnefoi, 1963
Krieg et al., 1968

XKrieg, 1969

Ohba & Aizawa, 1979

de Barjac & Thompson, 1970
de Barjac et al., 1977

de Barjac, 1978

DeLucca et al., 1979
DeLucca et al., 1979

Ohba et al., 198la

Ohba et al., 1981b

Ohba et al., 1981b
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1971; Faust, 1974). Como esta toxina nio sofre degradagao ne
intestino do gado, a sua adicgdo nas refeicdes desses animais
foi sugerida para o controle de moscas nas fezes. Entretanto ,
0 seu efeito teratogénico e a possivel mutagenicidade levaram

as autoridades , nos EUA e Canadi, a impedir o seu uso (Burges,

1975).

Essa toxina,de pesc molecular pequeno, analoga a ATP
e composta de adenina, ribose e fésforo (1:1:1)(de Barjac &
Dedonder, 1965), impede a biosintese de RNA nas células afeta-
das . 0 termo exotoxina sugerido por Heimpel (1967) foli consi-
derado inadequado para esta substincia, devido a sua estrutura
quimica. Em substituig¢do, o termo "Thuringiensina" foi sugeri
do por varios autores (Kim & Huang, 1970; Pais & de Barjac ,

1974; Farkas et gg.,l977).

A Thuringiensina é produzida em grande quantidade pe

lo sorotipo H-1 (var. thuringiensis)(Sebesta et al.,1967). Ou-

tros sorotipos (H-4a:4b , 4a:4c , 5, 9, 10, 11 , 12) produ-
zem pouca quantidade dessa toxina {de Barjac et al., 1966 ;
Bond et al.,1971; de Barjac & Burgerjon, 1973). Os produtos
comerciais & base do sorotipo 1,que produziam essa toxina, fo-
ram substituidos por outros sorotipos nado produtores da mesma,

a partir de 1970 (Bassand & Carpy, 1977; Bassand et al.,1977).

3. 5-—endotoxina

O cristal protéico (corpo parasporal), desco-

berto por Hanmnay (1953), & um agregado de moléculas, em Fforma
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bipiramidal, e com peso molecular de 230.000 daltons. Este
cristal representa o componente principal dos produtos comer-

ciais a base de B. thuringiensis. Heimpel (1967) sugeriu o

nome de §-endotoxina para este cristal.

ApOs o crescimento vegetativo, B. thuringiensis trans

forma-se num esporo resistente as condig¢des ambientais adversas.
0 cristal é formado durante esse processo de esporulacio. Somer
ville & James (1970), Monro (1961) e Fitz-James & Young (1959)
descreveram os passos da formacao do cristal durante a esporu—
lagdo e a formacgdo do exospdrio (a parede do esporo). As carac
teristicas quimicas, soroldgicas e patogénicas da proteina do
cristal sdo idénticas as da proteina da parede do esporo ( So-
merville et al., 1968 e 1970; Delafield et al.,1968; Lecadet
et al., 1972; Schesser & Bulla, 1978). Entretanto, a quantida-
de de proteina na parede do esporo & bem mencor do que a do
cristal. Desde que a parede do esporo de B. cereus contém uma

proteina semelhante & de B. thuringiensis, a produgdo do cris-

tal seria uma adaptagdc coevolutiva que capacitaria B. thurin-
giensis a ocupar novos nichos ecoldgicos, ou seja noves in-

setos hospedeiros (Somerville & Pocket, 1975; Burges, 1981).

O cristal protéico de B. thuringiensis ndo é na ver—

dade tOxico para insetos, sendo considerado como uma prdétoxina.
A dissolugdo do cristal em meic alcalino, em tampdes alcalinos
redutores ou em solugdes de enzimas proteoliticas, produz molé
culas de tamanhos variaveis, das quais algumas sdo toéxicas pa

ra insetos. Deste modo, S—endotoxina seria uma ou mais dessas
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moléculas que participam na formagdo do cristal, sendo que a
solubilizacd@o & sempre necessaria para a sua liberagao e atua-
c30 (Nagamatsu et al.,1978; Fast & Martin, 1980).

4, Esporo :

0 potencial tdxico do cristal de B.  thuringiensis

mascarou durante muito tempo a importdncia do esporo. Burges
et al. (1976) comprovaram que a proteina da parede do esporo
& semelhante sorologicamente a do cristal e também tdxica pa-
ra larvas de Lepidoptera. Por este motivo, esses autores acre-
ditam que a 6 -endotoxina representaria uma superprodugido da
proteina do exospbrio. Obviamente, nos insetos altamente sus-
ceptiveis, a proteina do exospbrio ndo teria papel importante
na acdo tbéxica desse bacilo, que dependeria exclusivamente da
toxina do cristal. Esses insetos sofrem a toxemia e a morte
antes que os esporos possam germinar e liberar a proteina do

exospoTio.

2.3, MODO DE ACAO DE B. thuringiensis

Quanto as interagdes de B. thuringiensis com 0OS Seus

insetos hospedeiros, Thuringlensina e d—endotoxina represen
tariam 0s mecanismos mais importantes no quadro patolbgico cau

sado por este bacilo.
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1. /B—exotoxina {Thuringiensina)

Esta toxina €& altamente
toxica para muitos insetos e até para certos vertebrados ( Se-
besta & Horska, 1968). A gama de espécies de insetos suscepti-
vels a essa toxina é bem maior do que aquela dos susceptiveis
ao cristal ( d-endotoxina) produzido pela mesma bactéria,capaz
assim de causar a morte em espécies de Lepidoptera, Diptera
Coleoptera, Hymenoptera, Isoptera e Orthoptera. O estédgio lar
val é sempre mais susceptivel que o adulto. As doses subletais
provocam anomalias, deformagdes e alteragdes teratoldgicas. Co
mo este componente, através da inibicgdo de nucleotidases,impe-
de a biosintese de RNA (Sebesta et al., 1969; Xim et al.,1972),
o efeito & mais visivel durante as etapas criticas da metamor-
fose (ecdises e transformagles em pupa e adulto). 0Os adultos
sobreviventes sao geralmente de tamanho menor e frequentemente
inférteis (Burgerjon & Biache, 1967 ; Ignoffo & Gregory, 1972).
Mal formagao de pegas bucais, sistema reprodutor e asas, foi
também detectada em insetos tratados com Thuringiensina ( Ig-
noffo & Gregory, 1972). Sintomas patolbégicos foram observados

em hemdécitos de larvas de Galleria mellonella tratadas por

esta substdncia (Burges, 1981). Entretanto, os hemipteros nio
revelaram susceptibilidade a Thuringiensina (Burgerjon &Biache,

1966).

Thuringiensina é considerada tdéxica para outros in-
vertebrados, como acaros (Krieg, 1971) e nematbdeos (Prasad et

al.,1972). Efeitos toxicos com lesBes em tecidos foram obser-
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vados em vertebrados como macacos (Sebesta & Horska, 1968; de
Barjac & Riou, 1969) e galinhas (Barker & Anderson, 1975). A
ac30 mutagénica de Thuringiensina, em sistemas de mamiferos ,
foi verificada por Meretoja et al.(1977) e confirmada por
Meretoja & Carlberg (1977) {apud Burges, 1981). Essas evidén—
cias resultaram na desativacio do uso das linhagens produtoras

dessa toxina.

2. J-endotoxina

A hidrdlise do cristal no intestino médio de
uma larva susceptivel ac patdgeno resulta na liberagao da
toxina ativa, que atua diretamente no epitélio intestinal on
passa para a cavidade do corpo e afeta os demais orgdos e sis-
temas. Entretanto, o primeiro efeito é o mais comum n0s in-—
setos altamente susceptiveis (Fast & Angus, 1965), onde varias
alteracdes histoldgicas e lesBes podem ser detectadas nas
células epitelials do intestino médio (Heimpel & Angus, 1959 ;
Hoopingarner & Materu, 1964; Martouret et al.,1965; OSutter &
Raun, 1967 ; Habib, 1968).

As investigacOes histopatolégicas indicam desinte-
grac3o extensiva no epitélio do intestino médio, principalmen
te na sua porcio anterior. A musculatura circular do canal
alimentar sofre relaxamento, explicando assim a paralisia 1in-
testinal que ocorre em varias espécies de Lepidoptera:.. - Em

estagios mais avangados da doenga , esses miasculos sofrem de-
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sintegracdo e degeneracgdo. 03 mesmos sintomas estendem-se para
a masculatura do corpo nas larvas que sofrem paralisia geral

(Heimpel & Angus,1959; Toumanoff & Vago,1953; Tanada, 1953).

A estimulagdo da absorgdo de glicose pelas  células
epiteliais do intestino médio, num inseto infectado por B.

thuringiensis, é o primeiro sintoma que ocorre. Este estimulo

& provocado pelo aumento na taxa de respiragac celular como
resultado da acdo tdxica da J—endotoxina nas mitocdndrias das
células atingidas (Travers et al.,1976). Entretanto, ndo se
sabe ainda se a toxina atua externamente as células, ou penet-
ra e em seguida age a nivel de mitocoéndria. Burges (1981) acre
dita que a toxina atua na superficie externa das células epi-
teliais susceptiveis, as quais conteriam receptores especi-
ficos & d-endotoxina, pois se a segunda alternativa for ver-
dadeira, as células de todos os insetos seriam susceptiveis.
Heimpel & Angus (1959), por outro lado, sugerem que a toxina
destroi as membranas celulares do epitélio, deixando as célu-
las sujeitas a autodigestdo pelas enzimas proteoliticas do
proprio inseto. Fast & Angus (1965) sugerem que a toxina causa
permeabilidade seletiva da parede intestinal provocando assin
uma alteracao no pH da hemolinfa e desencadeamento de septi-
cemia. Angus (1968) menciona a possibilidade de que a Cf~endo—
toxina possa atuar como iondforo, que facilita o transporte de
ions através da membrana celular, explicando assim a maior ab
sorcio de glicose apbs a infecgdo. Tal atuagao acaba ‘causando

desequilibrio, idnico intracelular e intramitocondrial, resul.
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tando em replec3o vapida de ATP. Esta opinido fol apoiada por
Ramakrishnan (1968), Pendelton (1970) e Narayanan & Jayaraj
(1974) que constataram niveis mais altos de ions de  potassio

na hemolinfa de insetos infectados por d -endotoxina.

A perda de apetite ou a parada alimentar que a larva
sofre apds a infec¢do oral, podem ser explicadas pela para-
lisia intestinal ou pelo simples “"desconforto" (Heimpel & An-
gus, 1959) no canal alimentar. Este sintoma tem alto valor do
ponto de vista aplicado, pois, através de aplicacgdes de produ-
tos comerciais , A base desse patbgeno, a plantagio serd pro-
tegida contra a praga, j& antes que a morte desta possa o-

correr (Burges, 1981).

Em alguns insetos, as alteragdes histolbgicas e a
degeneracio do epitélio intestinal provocam a vasdo do contell
do digestivo alcalino para a hemocele, aumentando assim o pH
da hemolinfa e causando a paralisia geral no inseto infectado
(Heimpel & Angus, 1959) . Nos insetos susceptiveis que nao sof-
rem a paralisia geral, a morte pode ocorrer por falta de nut-
rientes e pelc desequilibrio idnico. Neste caso, pode ainda

ocorrer multiplicac8o de B. thuringiensis e da microflora in-

testinal, gque ao passarem para a hemolinfa, causam septicemia
e morte do inseto (Steinhaus, 1963; Martouret et al., 1965 ;

Habib, 1968).

De acordo com os sintomas e o modo de agao de B.

thuringiensis, Heimpel & Angus (1959) dividiram  os insetos

susceptiveis em 3 categorias ou tipos classicos
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Tipo I

Este tipo é respresentado por Bombyx mori e inclui 0Ss

insetos de pH intestinal altamente alcalino. Neste caso, 0Ss
insetos sofrem paralisia geral répida acompanhada pelo aumento
do pH da hemolinfa. Também ocorre paralisia intestinal, porém
mascarada pela paralisia geral. Com doses subletais, a parali
sia intestinal pode ser detectada . A morte do inseto ocorre
por toxemia causada pela d-endotoxina; pcis O inseto morre
antes da germinac@o e da multiplicacdo do patdgeno. O aumento
do pH da hemolinfa resulta da vasdo do conteldo intestinal al-

calino para a cavidade do corpo.

Tipo IXI

Nesta categoria, representada por varios lepiddpteros,
nio ocorre paralisia geral. A paralisia intestinal é rapida e
seguida por queda lenta do pH do intestino médic , permitindo
a germinacdo e a multiplicagdo da bactéria. A morte neste caso

ocorre por septicemia.

Tipo ITI

Os insetos desta categoria, representada por Anagasta

hilhniella, ndoc sofrem paralisia nem geral nem intestinal. 0

inseto sofre o quadro sintomatoldgico classico da bacteriose ,

acompanhado por septicemia e toxemia crOnica, resultando en
morte. Observagdes semelhantes foram obtidas por Heimpel(1954),

Yamvrias (1962) e Habib (1968).



.20,

Burgerjon & de Barjac (1960) e Martouret (1961) ca
racterizam um novo grupo (Tipo IV) de insetos ndo  suscepti-
veis ao cristal protéico, mas susceptiveis & Thuringiensina ,
ou seja P-exotoxina. Nesta categoria encontra-se a maioria
dos noctuideos resistentes a produtos comerciais a base de B.

thuringiensis. Possiveis razdes de resist@ncia em larvas de

Spodoptera frugiperda (uma espécie resistente a este bacilo)

foram avaliadas por Garcia et Ei-(1980 e 1982). Sinergismo e
compatibilidade entre o mesmo patdgeno e 2 inseticidas quimi
cos foram estudados por Habib & Garcia (1981) utilizando lar-

vas de S. frugiperda. Por outro lado, hé& noctuideos suscepti

veis a B. thuringiensis, como por exemplo Alabama argillacea

(Ignoffo et al., 1964; Habib & Favaro, 1981) e Anticarsia

gemmatalis (Amaral & Habib, 1981; Amaral, 1982). Estes dois

noctuideos representariam o Tipo IT na classificagdo de Heim-

pel & Angus (1959).

A idéia de que a dendotoxina afeta apenas lazrvas
de Lepidoptera foli corrigida a partir de 1978, quando a varie

dade israelensis foi descoberta por Goldberg & . Margalit

(1977). Esta variedade é counsiderada patogénica para  larvas
de dipteros aquaticos (Culicidae e Simuliidae). A sua  viru-
léncia foi avaliada por alguns autores, como de Barjac (1978)
e de Barjac & Coz {1979). A especificidade desta variedade
para larvas de dipteros aquaticos foi estudada por Tyrell et
2l.(1979). Bstes Giltimos autores justificam a especificidade

desta linhagem como devida a caracteristicas quimicas da sua
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p-endotoxina, as quais sfo diferentes da o&-endotoxina produ
zida pela variedade kurstaki (especifica para larvas de Lepi-
doptera). Entretanto, os sintomas, o modo de agao e os efeitos

histopatoldgicos da variedade israelensis ainda nio est3o bem

definidos. Apenas Charles & de Barjac (1981) descreveram as
alteragoes histoldgicas no epitélio intestinal de larvas de

Aedes aegypti infectadas por bactéria desta linhagem. B uma

linhagem altamente promissora para o controle microbiano de

larvas de pernilongos e borrachudos.

Colbo & Undeen (1980) e Ali (1981) verificaram a

seguranga total da variedade israelensis para varios inverte

brados aquaticos. Alguns ensaios foram feitos para verificar
a eficilncia deste bacilo para o controle de larvas de perni-
longos nos EUA (Ali, 1981; Ali et al., 1981; Mulligan III et
al.,1980; Wraight et al.,1981), todos com avaliacdes apbs 24

horas do tratamento.

Com as larvas de simulideos, a variedade israelensis

(Sorotipo H-14), também demonstrou alta eficiéncia.Alguns tra-
balhos foram realizados sob condicoes de laboratbdbrio e campo
no Canadd (Colbo & Undeen, 1980; Undeen & Colbo, 1980) e  nos
EUA {Gaugler & Molloy, 1980; Molloy et al.,1981) para demons—
trar as qualidade promissoras dessa variedade no controle de

larvas desses insetos.
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2.4. APLICABILIDADE DE B. thuringiensis

Varias s3o as caracteristicas de B. = thuringiensis

que favoreceram o desenvolvimento de intmeras pesquisas a fim
de estabelecer critérios de producdo e de aplicagdo de produ-

tos a base deste patbdgerno.

Algumas caracteristicas bioldgicas como a formacdo
de esporos ¢ cristais e a facilidade de crescimento em  meios
artificiais estimularam varios pesquisadores a avaliar a pato

genicidade de B. thuringiensis em diversas espécies de in-

setos. 0 trabalho de Steinhaus (1951) pode ser considerado um
dos passos mails significativos para mostrar e revelar as qua-
lidades promissoras deste bacilo como agente efetivo de con-
trole de pragas. Entre varios resyltadons, esse autor detectou

queda na populagao de Peridroma margaritosa (Haworth), atin-

gindo niveis indcuos de dano, 48 horas apbds a aplicagao deste
patdgeno no campo. Os insetos conhecidos como susceptivels a
este bacilo, até 1968, eram cerca de 150 espécies (Angus,1968).
Apbs 6 anos, ja atingiram 184 espécies (Faust, 1974).Portanto,
acredita—se que o numero atual de espécies susceptiveis as

diferentes variedades de B. thuringiensis seja bem maior. Sur

giram, assim, varics trabalhos sobre a patogenicidade de dife-
rentes variedades e sorotipos deste bacilo e sobre 0s niveis
de susceptibilidade em diversas espécies de insetos (Morris ,
1963, 196%a e 1969b; Ignoffo et 3&.,1964; Vankova, 1964; An-—
gus, 1967; Broersma & Buxton, 1967; Habib, 1968; Afify et al.,
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1970b; Salama et al.,198la e 1981b). A partir de 1978 e, com
a descoberta do sorotipo H-14, o qual é patog8nico para lar-
vas de dipteros aquaticos (de Barjac, 1978), ficou clarc  que
a &-endotoxina pode afetar também espécies de outras ordens
taxondmicas e ndo apenas lepiddpteros como era estabelecido an

tes.

A facilidade de produzir B. thuringiensis,em grandes

quantidades em meios artificiais, com a manutencdo de niveis
altos de viruléncia, estimularam a pesquisa de fermentacio e
industrializagdo deste bacilo (Angus, 1956b e 1968; Steinhaus,
1951 e 1963; Moraes, 1973, 1976 e 1981; Mohd-Salleh & Beegie,
1980). Recomendacdes gerais para industrializagdo e formulagao
de produtecs a base desse bacilo foram estabelecidas por Briggs
(1963) e Dulmage & Rhodes (1971) e podem ser resumidas nos

& pontos seguintes

1. Uso de meio artificial econdmico e que contenha todos os re
querimentos nutricionais necessarios para o melhor crescimento
e multiplicagao do bacilo. Compornentes naturais como sementes
de soja ou algoddo, caseina, amido e levedura podem  partici-

par na composicao da dieta.

2. Uso de indcwlo inicial puro, selecionado e de alta estabili

dade.

3. Como B. thuringiensis & uma bactéria aerdbica, a aeracdo é

necessaria, tanto para a producdo em meic liquido como em meio

P & ~
semi-solido. Temperatura constante de 30°C e pH neutro 5a0
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ideais para a maxima produgdo entre 24 e 48 horas de Ffermenta

—~

cao.

4. A colheita e a separacac do complexo esporo-cristal, apbs
a fermentacdo, podem ser feitas por centrifugagdo (fermentacgdo
em meio liqiudo) ou por secagem {fermentacdo em meio semi-goli

do).

5. A padronizagao industrial é necessaria para estes produtos.
Bonnefol et al. (1958) e Burgerjon (1959) foram os primeiros a
mencionar a necessidade de padronizagdo através de bioensaios.
Entretanto, apenas a partir de 1966 este critério foi adotado

pela industria {detalhes no item 2.5.).

6. 0g produtos podem ser formulados como pd seco, pd molhivel,
granulado ou até como suspencdo emulsiondvel. Essas formula
coes devem receber subst@ncias coadjuvantes de funcdes deter-
minadas, como adesivas, espelhantes, diluentes e estabilizado-

res.

Atualmente, existem 12 produtos comercials a base
deste bacilo, produzidos por 5 paises (EUA, Russia, Franca, Tu
goslavia e Tcheco-Eslovaquia) (Burges & Hussey, 1971; Coopel &

Mertins, 1977).

Uma das caracteristicas importantes de B. thurin-
giensis é a sua total seguranca para vertebrados, insetos bene
ficos e plantas. Este assunto foi bem tratado por Bailey(1971),
Heimpel (1971) e Benz & Altwegg (1975). Mais uma vantagem a

favor deste bacilo é a dificuldade dos insetos desenvolveremn
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resisténcia a ele. Nao ha, até o momento, qualquer  indicacdo
de desenvolvimento de resisténcia por insetos a este patégeno,
assunto bem documentado por Burges (1971) e Devriendt & Mar—

touret (1976).

Reconhecendo todas essas qualidades, a pesquisa des-
locou-se para a fase de aplicagCes no campo. Neste caso, dois
aspectos podem ser revelados. O primelro inclul estudos de

compatibilidade e sinergismo entre B. thuringiensis e insetici

das quimicos, objetivando a integragdo desses em programas de

Manejo Integrado de Pragas. Varios trabalhos destacam-se neste

tipo de estudo, tais como Morris {1969b e 1972}, Benz (1971) ,

Sutter et al.(1971), Altahtawy & Abaless (1972), Rac & Rana
(1977), Garcia (1979) e Habib & Garcia (1981). O segundo  as-

pecto trata de pesquisas sobre técnicas e recomendagdes de
aplicacdes de produtos & base deste patdgeno. As aplicagdes no
campo podem ser feitas por méquinas manuais e tratores ou até
por avides agricolas. As recomendagdes envolvem exigéncias bem
maiores do que aquelas propostas para ¢ controle quimico.Neste
sentido, varios trabalhos foram feitos como por exemplo os de
Morris & Armstrong (1975), Morris et al.(1977), Thompson et al.
(1977), Amaral & Habib (1981) e Amaral {1982).
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2.5. PADRONIZAGAC DE PRODUTOS A BASE DE B. thuringiensis

Comc regra geral, qualquer defensivo deve incluir no
rétulo da embalagem a quantidade presente de ingrediente ativo.
Por isso, o produto deve ser padronizado. O caso de produtos
microbianos & mais complexo do éue o dos quimicos. Nesse caso,
é importante saber, além da quantidade do patdgeno presente no
produto, a viabilidade do agente e o seu nivel de viruléncia ,
desde que estas caracteristicas podem ser afetadas pelo modo
de fermentac¢do, formulagado, linhagem do patdgeno, composicao

doc meio e outros fatores.

Antes de 1966, os produtos comerciais & base de B.

thuringiensis eram padronizados utilizando-se apenas a quanti

dade de esporos viaveis / g, como critéric. Tal critério nao
é susficiente para indicar o potencial inseticida do produto.
Apesar das recomendacdes. de Bonnefoi et al.(1958) e Burgerjon
(1959), foi apenas a partir de 1966 que as industrias  comega
ram a adotar técnicas de padronizacio por meio de bioensaios
com insetos, para avaliar a viruléncia dos seus produtos ( Dul

mage & Rhodes, 1971). Assim, o padr8o E-61 (var.thuringiensis)

do Instituto Pasteur, Paris, Franca, foi recomendado para esta
finalidade e recebeu um potencial arbitrario de 1.000 Unidades
Internacionais (UI)/ mg (Burgerjon, 1962 e 1964). O inseto

teste recomendadc para os bloensaios fol Anagasta kithniella Z.

Deste modo, qualquer produto comercial comegou a ser avaliado,
pela prépria indistria, em comparagdo com o padrdo E-61, utili

zando a seguinte férmula, estabelecida por Mechalas & Anderson
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(1964) e Mechalas & Dunn (1964)

DL50 do padrao

A viruléncia do produto (UI/mg)=
P (U1/mg) 5t do produts X 1.000

A padronizagac dos produtos Norte-Americanos, entre-

~

tanto, (Biotrol, Dipel e Thuricide), os quais s3o produzidos 2
base da variedade kurstaki (sorotipo H-3a:3b), encontrou cer

tas dificuldades devidas & diferenga da variedade em relagao

ao padrdo E-61 (var. thuringiensis ; sorotipo H-1) assim como

a inadequag@o de larvas de A. ktlhniella como inseto teste para
tais produtos. Por estas razoes, um padrdo Norte-Americano ,
HD-1-5-1971, do sorotipo H-3a:3b fol estabelecido junto com

larvas de Trichoplusia ni (Hilbner) como inseto teste, para os

biocensaios de padronizagdo dos produtos daquele pais a  partir
de 1971. Este padrao tem um potencial comparativo de 18.000
UL / mg em relagdo ao padrio Frances E-61 (Dulmagé, 1973 e
1975). A padronizacdo de Biotrol, Dipel e Thuricide tgrnou—se
assim mals funcional e mals conveniente, pois tanto os produ-—

tos como o seu padrdo sdo do mesmo sorotipo (H-3a:3b).

Ainda assim, a situagdo de padronizacio de produtos
& base desse bacilo ndo estd totalmente resolvida. Sabe-ce
que o efeito patogénico ou toOxico desta bactéria nao varia
apenas de acordo com a variedade ou o sorotipo, pois varios i-
solados do mesmo sorotipo, também, podem revelar niveis dife-—
rentes de patogenicidade ou de viruléncia. Este fato tem difi-

cultado a tentativa de se estabelecer apenas um padrao e  um
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inseto teste para cada variedade do patdgeno (Dulmage , 1975 ;

Burgerjon & Dulmage, 1977).

Dada a importéncia de se estabelecer critérios para
técnicas de padronizacio mais adequados de produtos a base de

patbgenos de insetos, inclusive B. thuringiensis, Burgerjon &

Dulmage (1977) analisam a importdncia da padronizagdo sob dois
pontos de vista, industrial e internacional. O primeirc ponto
de vista atinge principalmente a indGstria, ou seja, o produ-
tor, Ccom O Seu interesse em manter a viruléncia do seu produto
em nivel constante, nas diferentes remessas ou lotes da produ-
¢do, e de acordo com a informacio da embalagem. 0 segundo pon-
to de vista, entretanto, discute a dificuldade de - comparagac
entre produtos industrializados em paises diferentes, por pro-
cessos diferentes de fefmentagéo e formulagdo e até a equi-
valéncia entre produtos & base de variedades diferentes de B.

thuringiensis. Bstes autores destacam a importancia e a ne—

cegsidade de estudos com 0 objetive de avaliar, com maior pre-
cis3o, as atividades bioldgicas desses produtos, utilizando ,
para esta finalidade, espécies diferentes de insetos suscepti

veie e técnicas mais precisas para oS bloensaios.

L importante salientar aqui que a padronizagao dos
produtos Norte-Americanos, estabelecida e exigida pelos drgaos
oficiais (Depte Agric. EUA e a Agéncia de Protegdo do Ambiente)
& feita atraves de critérios bem definidos. O inseto.teste, T.
ni, deve ser criado em dieta artificial , e que contenha O,17g

de hidrocloreto de clorotetraciclina / litro de dieta  como
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antibidtico. Também larvas de 4 dias de idade foram estabeleci
das para esta finalidade (Dulmage, 1973). Para fins de padroni
zacdo, estes critérios sdo viaveis, pois garantem a  obtengao
de populag@o de T. ni sensivel e homogénea na sua resposta ao
patbgeno, facilitando assim a comparagdoc entre produtos dife-
rentes deste bacilo. Entretanto, alguns pesquisadores CoOmpro-
varam que em certos casos, tanto a idade da larva como a pre-
senca ou ndo de antibidticos ndo interferiram na resposta com

parativa do inseto a diferentes linhagens de B. thuringiensis

(Afify & Merdan, 1969 ; Beegle et al.,1981).

Para a padronizacioc de produtos & base da variedade

israelensis (sorotipo H-14) promissores para o controle de lar

vas aquaticas de dipteros, foi estabelecido um padrao (IPS-78),
de acordo com a sugestdo da Organizagdao Mundial de Saude , mno
Tnstituto Pasteur. Tal padrdo tem um potencial arbitrario de

1.000 UI / mg contra larvas de Aedes aegypti . Para critérios

de padronizagZo industrial, os biocensaics devem ser feitos

com larvas do 42 estédio de A. aegypti (de Barjac . & . Larget,

1979) .
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Bacillus thuringiensis

Para os estudos de susceptibilidade, viruléncia e
nistopatologia realizados com larvas de Lepidoptera, trés pro
dutos comerciais e um isolado obtido peloc presente autor foram

utilizados,

Os trés produtos comerciais sdo produzidos & base de

E..thuringiensis var. kurstaki (sorotipo H-3a:3b), em formula

cio de pod-molhével e com nivel de viruléncia de 16.000 UI/mg

As amostras do primeiro produto (Dipel) foram ofere—
cidas por "ABBOTT LABORATORTES", Illinois, Chicago, EUA; atra-
vés de "ABBOTT LABORATORIOS DO BRASIL". Amostras do segundo
produto (Thuricide) foram oferecidas por "SANDOZ, INC", S3o
Diego, California, EUA; através de "SANDOZ, 5.A., Divisdo Ag-
ro-quimica", Brasil. O terceiro prbduto (Bactospeine) foi ofe-
recido por "BIOCHEM PRODUCTS, S.A.", Brussels, Belgica; atra-
vés de "INDUSTRIAS QUIMICAS ELETRO CLORO, S.A.", Brasil.

Amostras de material concentrado também foram utili-
zadas nesses estudos (Dipel com 32.000 UL/mg e Bactospeine com

60.000 UI/mg).

0 isolado (Zoocamp-78) foi obtido pelo presente au-
tor a partir de uma enzootia natural em populagdes de Anagasta

kHhniella (praga de farinha de trigo) no moinho 830 Paulo  em
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Campinas, SP. Este material isolado em 1978 foi : identificado
pela Dra. de Barjac, Instituto Pasteur, Paris, como  Bacillus

thuringiensis var. kurstaki (sorotipo H-3a:3b). Uma amostra de

Zoocamp-78 foi fermentada e formulada como pH-molhavel por
MARBOTT LABORATORIES", EUA. O Departamento de Pesquisa dessa
indGstria determinou a virul@ncia dessa amostra, apds a formu-
lac3o, come 39.000 UI/mg, utilizando-se nos bioensaios larvas

de T. ni como inseto teste.

Para os estudos de susceptibilidade, virul@ncia e
nistopatclogia realizados com larvas de culicideos e simuli-
deos, foram wtilizadas amostras experimentails em formulacao de

pb-molhdvel & base de B. thuringiensis var. israelensis ( soro-

tipo H-14), produzidas por duas indGstrias diferentes :

- A amostra experimental ABG-6108-I1 foi produzida por "ABBOTT
LABORATORTIES", EUA, com potencial de 2.000 UI/mg contra larvas

de Aedes aegypti. Este material recebeu a permissdac n2 275-EUF

_23 da Agéncia de Protegdio do Ambiente dos EUA (EPA) para o)

seu uso experimental.

- Amostras de Bactimos foram oferecidas por "BIOCHEM PRODUCTS",
Belgica. O potencial deste produto, de acordo com o rétulo da
embalagem, & de 6.000 UI/mg, utilizando-se também larvas de A.

aegypti nos bloensaios.
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.2. ESPECIES DE INSETCS

Alabama argillacea (H#bner): Lepidoptera, Noctuidae, praga

desfolhadora de algodao.

Brassolis sophorae (Linnaeus): Lepidoptera, Brassolidae, pra

ga desfolhadora de coqueiros.

spodoptera latifascia (Walker): Lepidoptera, Noctuidae, la-

garta desfolhadora de algodac e soja.

Plodia interpunctella (Hiibner): Lepidoptera, Phycitidae, pra

ga de grdos e farinhas armazenados.

Culex declarator {Dyar & Knab):_Diptera, Culicidae, inseto

de importincia médica como vetor de malaria.

Simulium goeldii Cerqueira & Mello: Diptera, inseto perten-

cente a familia Simuliidae; algumas espécies tém importancia

médica como vetores de filarias.

gimulium rorotaense Floch & Abonnenc : Diptera, pertencente

a2 familia Simaliidae; algumas espécies sdo de  Importancia

médica como vetores de filérias.
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3.3. CRIACOES DE ESTOQUE
As criagoes de insetos estudados no presente tra-
balho foram todas mantidas sob condigbes controladas de 25 +

2°¢c , 70 + 10 % UR e 12 horas de fotoperiodo.

Alabama argillacea

A criacdo de estoque desta espécie foi
mantida de acordo com Habib (1976 e 1977), utilizando folhas
tenras e limpas de algodoeiro para a alimentag¢do das larvas.
Recipientes de vidro, capacidade de 3 litros, foram usados pa
ra a criacdo das larvas (cerca de 50 larvas / vidro). Desses
vidros as pupas eram separadas € mantidas em gaiolas de tela
comum de nailon (64 malhas / cm2) até a emergéncia de adultos.
Para o acasalamento e reprodugao, 15 a 20 casals eram trans-
feridos para cilindros de papeldo em posigdao vertical ( 25 c¢m
de didmetro e 45 cm de altura) e cobertc com gaze. 0 cilindro
era revestido internamente por papel fino para receber oS
oves. Dentro do cilindro era arranjado um pé de algodoeiro cu-
jo caule cortado era colocado um vidro com agua..0s adultos e-
ram alimentados com solugdo agucarada a 10%. 0s ovos eram sepa
rados diariamente das folhas de algodoeiro, da cobertura do

cilindro e do seu revestimento interno.

Brassolis sophorae

0s adultos desta espécie ndo se acasalam em
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condicBes normais de laboratdrio (dificuldade detectada  por
Habib & Andrade, 1977), ndo permitindo assim a obtengao de
geracdes consecutivas. Por essa razdo, as criagfes eram inicia
das a partir de material coletado de coqueiros da regido de
Campinas, SP. Ninhos de larvas eram coletados e mantidos em
caixas de 80 X 80 x 80 cm de madeira com 4 lados de tela de
ndilon (64 malhas / cm?). Essas larvas recebiam diariamente
ao anoitecer, folhas tenras e limpas do codquelro - geriva

(Arecastrum romanzoffianum (Cham.) Bec.).

Spodoptera latifascia

As larvas desta espécie foram  alimenta
das com folhas de algodoeirc. Este alimento tem se mostrado
mais adequado do que folhas de soja ou alface para o desenvol
vimento desta espécie (Habib et al.,1982). 0s critérios adota
dos para a manutencio dos diferentes estagios evolutivos deste

inseto foram os mesmos usados para A. argillacea.

Plodia interpunctella

A criacd@o desta espécie foi iniciada em
novembro de 1981 a partir de larvas recebidas da criagao do
CENA (Centro de Energia Nuclear Na Agricultura), Piracicaba.As
larvas desta linhagem (109) recebiam a mesma dieta artificial,
ucada naquele Centro.

Composicac da dieta
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Farinha de milho ...ccuiiverininiinvannans 250 g
Farinha de trido ... iiivirenenirnennaenn. 310 ¢
Fermento SeCO .. ivve v neinearoars e e 400 ¢
Germe de Trig0 i ii ittt e 50 g
Racdo para caes {Papita) .....eevvnivnnnvnn. 250 g
AVELA vttt it ittt i e e e e 100 g
Glicose de milho (Karo) ...eeeverenennnnnn- 500 ml
Para a obtencdo de ovos, casals foram mantidos em

vidros de 500 ml cobertos por gaze contendo papel preto dobra
do em forma de leque. Cs ovos colocados nestas dobras eram se-
parados diariamente. Apds a eclosao, as larvas eram transferi-
das para vidros iguals, aos antericres, contendo c¢erca de

150 g de dieta. Cada vidro recebia cerca de 150 larvas.

Culex declarator

A criacdo desta espécie foi mantida a partir
de larvas coletadas em tanques de criacdo de aguapé ( Eichhor-

nia erassipes Solm.) do Departamento de Fisiologia Vegetal da

UNICAMP. As larvas, no laboratdbrioc, eram criadas em caixas de
dgua (capacidade 200 litros) e recebiam como alimento fezes de
coelho trituradas. As pupas eram separadas diariamente em pe-
quenos vidros com agua e transferidas para gaiclas com tela
fina de £il1lé para a obtengdo de adultos. 0s adultos dos dois
sexos eram alimentados com sclugdo agucarada a 10%. As fémeas,

entretanto, a partir do 32 dia de idade, alimentavam-se de
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sangue de mamiferos para a obtencao de oves. neste caso, Tra-
tos brances recém nascidos eram oferecidos ao ancltecer e re-
tirados na manh3 seguinte. Quando faltavam esses animais , as
f8meas alimentavam-se de sangue humano (brag¢o do autor). Na
mesma gaiola, uma placa de petri com agua era colocada para re
ceber o0s ovos, 0S quals eram separadbs diariamente e levados

para as caixas de criagao de larvas.

3.4. BIOBENSAIOS

Para os estudos de patologia realizados com
larvas de Lepidoptera, foi usada a variedade kurstaki ( soro-
tipo H-3a:3b) devido a sua especificidade para larvas dessa

orden. A variedade israelensis (sorotipo H-14), entretanto, foi

usada para os estudos com larvas aquaticas de Diptera.

Alabama argillacea

Os biocensaios feitos com larvas desta espé
cie foram realizados utilizando-se os produtos Dipel,Thuricide
e Bactospeine além do isolado Zoocamp-78. Larvas do 58 estadio
foram usadas para esta finalidade. Tais larvas receberam dosa
gens equivalentes a 300 g, 500 g e 1.000 g/ha de cada um
desses quatro produtos. Para cada dosagem de cada produto, 60
larvas eram usadas e distribuidas em 6 recipientes (‘10 larvas

para cada vidro de 500 ml). Cada grupo de 10 larvas recebla
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8,4 cm? de folha de algodeoeiro contendo a dquantidade calculada
do patdgeno equivalente a dosagem. A aplicagdo do patdgenoc na
4rea foliar foi feita em forma de suspensdo em agua destilada
(10 u1 / 8,4 cmg de folha). A suspensdo era distribuida na
folha, com auxilio de alga de platina, e apds a secagem natu-
ral a folha tratada era colocada no vidro junto com as 10 lar
vas. Apbds o consumo total do alimento, quantidade suficiente
de folhas nio tratadas era oferecida para as larvas. Antes de
cada tratamento, as larvas eram pesadas para possibilitar 0Ss
cidlculos de dose / unidade de peso do inseto tratado. Para o
controle (testemunha), 60 larvas, também do 59 estddio, foram

usadas.

Brassolis sophorae

Larvas do 52 estadio desta espécie foram u-
tilizadas para os estudos de susceptibilidade. Apenas o PToO
duto Dipel foi usado nestes estudos. As respostas do insefo ao
patdgeno foram avaliadas através de utilizagdc de seis doses
di ferentes, com fator geométrico de 1,5 (136,50 ; 91,12 :
60,75 ; 40,50 ; 27,00 e 18,00 UI / larva). A dose foi ofere-

cida diretamente na cavidade bucal da larva com auxilio de
microseringa (Fig.l) e lupa binocular. O volume ingerido de
5 pl de suspensdo / larva era sempre constante em todos 0Ss

tratamentos, variando apenas a concentragao 4o patbgenc. Cada

dose foi oferecida para 60 larvas. Um nuomerc igual de larvas
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Figura 1: Aplicagdo do patdbgeno na cavidade bucal
de larva de B. sophorae, com auxilio de

microseringa e lupa binocular.

foi usado como testemunha recebendo apenas agua destilada
(5 Pl / larva). As larvas de cada tratamento eram mantidas jun
tas em uma gaiola de tela comum de 30 x 20 X 20 cm (consideran

do o comportamento gregario dessas larvas) .

Para os estudos de alteracdes no pH intestinal e da
hemolinfa, ao curso da infecgdo de larvas dessa espécie por

B. thuringiensis var. kurstaki, foi usada apenas a dose de

136,50 UI/larva, empregando-se a metodolodia mencionada ante
riormente. Um total de 120 larvas foi utilizado nestes estu-
dos, das quais 50 eram controle (testemunha). Com auxilio de

papel indicador de pH (precisao 0,2), o pH nos dois sitios foi
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medido 60 minutos apds o tratamento para a primeira avaliagéo.
Em intervalos de 6 horas, foram feitas outras 8 avaliagdes. Pa
ra cada avaliac8o, 10 larvas eram sacrificadas (5 do tratamen
to e 5 da testemunha). As mesmas larvas eram usadas para a

avaliac3o do pH nos dois sitios (intestino e hemolinfa).

Spodoptera latifascia

A mesma metodcoclogia empregada nos estu

dos com A. argillacea foi usada para larvas de S. latifascia.

Porém, com as seguintes modificagoes

- Foram usadas preparac¢bes de Zoocamp-78 (39.000 UL/mg), Dipel
concentrado (32.000 UI/mg) e Bactospeine concentrado (60.000

Ul/mg).
_ Foram utilizadas 3 diluicdes de cada produto , 1/20, 1/30 e

1/45 em agua destilada.

# » 2 Ead
- A Area foliar de 8,4 cm com 10 pl de suspensao era ofere—

cida para 5 larvas do 52 estadio.

— As 60 larvas de cada tratamento eram distribuidas em 12 reci

pientes (5 larvas por vidro).
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Plodia interpunctella

Como as larvas desta espécie eram cria-
das em dieta artificial , o patdogeno foi misturado diretamente
na dieta. Concentracdes de 2,666 g ; 0,707 g e 0,188 g/100 g
de dieta foram utilizadas para cada um dos produteos usados, Di
pel, Thuricide , Bactospeine e o isclado Zoocamp-78. A viru-

18ncia de cada produto comercial & de 16.000 UI/mg.

Cada concentrac@o recebeu 44 larvas do 42 estadio de

P. interpunctella distribuidas em duas placas de Petri ( 22

por placa). Foi usadc um numero igual de larvas como controle.

Culex declarator

0s estudos de susceptibilidade de larvas de

C. declarator Foram realizados utilizando-se a variedade

israelensis (sorotipo H-14) na forma da amostra experimental

ABG-6108-TII. Trés dosagens equivalentes a 1 1b (453,592 g ) ,
0,75 1b e 0,50 1b/ha foram estabelecidas para tais estudos.Os
tratamentos foram feitos em aquarios de vidro de 25 x 20 x 20
cm. Em cada aquario foi colocado um litro de &gua para a manu-
tencdo das larvas. 0s testes foram realizados em larvas de 1%,
20, inicio do 42 e final do 42 estddic. O numero de larvas usa

das para cada dose variava entre 100 e 150.

Para_ a comparagdo de eficiéncia (viruléncia) das
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duas amostras, ABG-6108-II e Bactimos, fol apenas aplicada uma
dosagem equivalente a 1 1b/ha, de cada produto. Os demais pas

gsps foram 0s mesmos mencionados anteriormente,

Larvas de simulideos

As larvas de Simulium goeldii e as de

5. rorotaense foram coletadas em dois igarapés da reserva Duke
(Estrada AM-010, Manaus - Itacoatiara, Xm-25). O valor do tem
po letal medianc (TL5O) foi calculade para larvas de gigoeldii
através de bioensaios feitos com a concentracio de 1,31138 mg/
litro (do produto ABG-6108-II). Esses bioensaios foram realiza
dos na sede da reserva utilizando cubas de vidro com capacilda-
de para 8 litros e aeradores para fornecimento de &r e turbu-
18ncia. A agua usada foi a mesma do igarapé em que as larvas

' foram coletadas, e a sua temperatura durante o tratamento foi
em media de ?BOC (22,5 a ?3,5). Neste biloensaio, 168 larvas

serveram para ¢ tratamento e 100 foram utilizadas como testemu

nha .

Para a segunda espécie, S. rorotaense, as larvas co-

letadas foram levadas para o laboratdrio de Entomologia do
INPA (Inst® Nac. Pesq. Am., Manaus) e os bioensaios foram rea
lizados seguindo os mesmos critérios aplicados nos bioensaios
com a primeira espécie. Neste caso, foram usadas duas Con-
centracBes do mesmo produte, 2,62276 e 5,24552 mg / litro, com
303 e 352 larvas para cada, respectivamente.Como testemunha, fo

ram usadas mais 100 larvas.
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3.5. DETERMINAGAO DE DOSES E TEMPOS LETAIS

As avaliagOes das respostas dos insetos infectados
durante os bioensaios eram baseadas na mortalidade provocada

pelo patbgeno, seja em funcdo das doses ou dos tempos.

A sequéncia de doses de um mesmo produto, assim como
os horadrios de avaliagac seguiam sempre uma progressao geo-
métrica. O niamero de individuos de cada dose e da testemunha e

ra constante dentro do mesmo experimento.

Os critérios matematicos de Thompson (1947) foram
adaptados para os calculos de TL50 e intervalos de confianca
como se segue
Calculos de TL50

Tempo Mortalidade absoluta mort.¥% B q
To po qo
T1 pl ql
T2 p2 g2
T3 P3 q3

Onde : o tempo de avaliagdo segue uma progressao geométrica

(gq), e 50% de mortalidade localiza—se entre Tl e T2.

p =%/ 100 e q9=1-p

- _ PO _+ pl + p2 So _ P1 + P2 + p3
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0,5 - pl
F = — XSO = 1 + F
p2 - pl
£50
Tempo letal mediano (TL5O) = g X To

Calculos de intervalo de confianca (I.C.) :

| > >
CTE- = 1/ p3-po V(le).po.qo + pl.ql + p2.92 + P3.q3.F
n
potencial superior = XSO +t.OFf
potencial inferior = X5O -t . oF

I Cc. - qPOt' super. _ To o q?Ot' infer. % To

Os dados sao apresentados em graficos (escala 1log.
prob.) apds a correcdo dos valores de "probits." com © uso

das Tabelas de Fisher & Yates {1963).

3.6. HISTOPATCLOGIA

Foram usadas as técnicas classicas de
fixagdo por Bouin e coloragdo com hematoxilina e eosina  para

a preparagao de cortes histoldogicos em larvas de A.argillacea

e de C. declarator infectadas por B. thuringiensis. 0 ma-—

terial foi cortado na espessura de 7 pm. Foram utilizadas 30
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larvas da primeira espécie e 45 da segunda para os estudos his

topatologicos.
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4. RBESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 . PATOGENICIDADE DE Bacillus thuringiensis

vary. kurstaki PARA LARVAS DE LEPIDOPTERA

4.1.1. SINTOMATOLOGIA EXTERNA

Embora as larvas de espécies de Lepidoptera estuda-
das, no presente trabalho, pertencam 4 géneros de familias di-
ferentes (2 Noctuidae, 1 Brassolidae e 1 Phycitidae), o desen
volvimento de sintomas externos gerals nessas larvas, devido

3 infecgdo por B. thuringiensis var. kurstaki, foi 0  mesmo

com pequenas variagdes e excegdes. A cronologia dos diferentes
sintomas variou de acordo com o nivel de susceptibilidade de

cada espécie e com a dosagem aplicada.

A perda de apetite e o abandonc de alimento foram os
cintomas iniciais da bacteriose nas larvas das 4 espécies estu
dadas. Tais sintomas foram observados a partir de 20 - 60 mi-
nutos apbs a ingestdo do patbgeno. Entretanto, as larvas de

Spodoptera latifascia comegaram a sofrer os mesmos sintomas a-

penas a partir de 180 minutos. Esses sintomas podem ter sur-
gido devido a certos distGrbios, de niveis variaveis no sis-
tema digestivo da larva doente, causados pela ac3o toxica da

S _endotoxina nas células epiteliais do intestino médio.
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A partir de aproximadamente 3 horas apbs o tratamen
to, as larvas foram acometidas de regurgitagdo e diarreia ,
indicando efeitos e alteragdes mals acentuados no epitélio

intestinal. Nesta Ffase a larva nao se alimentava mais.

0 tegumento das larvas infectadas comegou a . perder
o seu brilho, adquirindo coloragao fosca a partir de 12 horas
da infeccio, indicando possivel ocorréncia de alteragodes a
nivel de tecidos interncs e hemolinfa. 0 alimento, entre in-
tacto e mal digerido, era acumulado em algumas regices do 1in
testino , revelando a disfungao deste e possivel paralisia 1n-
testinal, pois a larva doente ndo tinha mais capacidade de
defecar. Posteriormente, as larvas perdiam a sua agilidade e
tornavam-se mais lentas nos seus movimentos. Esta fase foi
acompanhada por alteragbes mais acentuadas na coloragao do
tegumento das larvas doentes, adquirindo tonélidades do creme
ao marrom. Tais alteracdes eram mais visivels no lado ventral

das larvas infectadas (normalmente é o lado que tem menos pig

mentos no tegumento).

A medida que a bacteriose ia progredindo, a intensi
dade das respostas das larvas a toques, sofria reducao gradual.
Entretanto, nenhuma das espécies estudadas sofreu paralisia ge

ral.

0 tegumento dasg larvas e pré-pupas de Alabama ar-

gillacea (Fig.?A e 2C) e de Plodia interpunctella comegou a

escurecer a partir de manchas na regiao mediana do corpo que

se expandiam em poucas horas, cobrindo todo o corpo da larva
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Tais manchas eram mascaradas nas larvas de Brassolis sophorae

(Fig. 3A) e de S. latifascia, pela coloragdo ja naturalmente

escura nestas espécies,

As larvas infectadas morriam apbs 2 a 3 dias da in-
fecgdo e 05 sintomas pés-mortais desencadeavam-se rapidamente.
Flacidez do corpo e escurecimento do tegumento atingindo a
coloracao preta, eram os principais sintomas pos-mortais. O te
gumento permanecia sempre intacto sem qualquer rompimento. 0s
cadaveres secavam gradualmente, adquirindo o aspecto de larvas
carbonizadas (Figs. 2B e 3B). Tal aspecto facilitaria as ava-
liac®es no campo, apds aplicagdes de produtos & base desse ba-—

cilo.

Varios aspectos desse quadro sintomatoldgico foram
observados por alguns autores, como Heimpel & Angus (1959) em

larvas de Bombyx mori e Anagasta kflhniella , Steinhaus (1963 )

em alguns lepidépteros inclusive B. mori , Habib (1968) em A.

ktithniella, Habib & Favaro (1981) em A.argillacea, Amaral &

Habib (1981) em Anticarsia gemmatalis, Amaral (1982) em A.

gemmatalis e Berti F2 & Gallo (1977) em Brassolis astyra. Po-

rém, os ultimos dois autores relatam que as larvas de B.astyra

apresentavam sintomas semelhantes acs de B. mori, quando infec

tadas por B. thuringiensis. Tal relato ndo coincide com as
observagoes do presente trabalho com B. sophorae, desde que
as larvas agora estudadas nac sofreram paralisia geral nem

aumento no pH da hemolinfa. Essas larvas devem ser colocadas

entio no tipo II na classificacdo de Heimpel & Angus (1959) e
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Figura 2: Sintomas externos de infecgao por B. thuringiensis
em A. argillacea.
A. Sintomas pré-mortais em larvas.
B. Sintomas pbés-mortais em larvas.
C. Sintomas pré- e pbos-mortais em pré-pupas.




ndo no tipo I, representado por B. mori, onde ocorre paralisia

geral e aumento no pH da hemolinfa apOs a infecgao.

Sintomas externos de infecgao por B. thuringiensis
em larvas de B. sophorae.

A. Sequéncia de sintomas pré- e pOs-mortais.

B. Larvas mortas carbonizadas.
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4.1.2. ALTERACOES NO pH DO CONTEUDO INTESTINAL E DA HEMOLINFA

Os sintomas observados em larvas de Lepidoptera in-

fectadas com B. thuringiensig var. kurstaki, durante o pre—

sente trabalho, revelaram a ndo ocorréncia de paralisia geral
em nenhuma das espécies estudadas. Ao mesmo tempo, a para—

lisia intestinal foi detectada nas larvas de A. argillacea ,

S. latifascia e B. sophorae. Essas duas observagGes indicam

gue, no minimo as larvas destas 3 espécies, pertencem ao tipo
TI na classificacdo de Heimpél & Angus (1959). Para confirmar
esta classificagao, larvas de B. sophorae foram escolhidas
como representantes, para mostrar as alteragoes no pH do con
tetdo do intestino médio e da hemolinfa, apbs a infecgaoc pelo

bacilo,

As larvas infectadas, por via oral, com dose equi-
valente a 136,5 UI / larva, ou seja 30,29 UIL/g de peso da lar
va, sofreram uma queda gradual no pH intestinal durante 48
horas apbs a ingestdo do patdgeno. Em 24 horas, o PH caiu de
9,7 (9,4 - 10,1) para 8,2 (7,8 — 8,5). Apds 48 horas o pH in
testinal atingiu o nivel de 6,8 (6,6 - 7.1). A hemolinfa , en
tretanto , sofreu durante o mesmo periodo uma gueda nao signi
ficativa no seu pH, permanecendo dentro da faixa entre neutra
e fracamente &cida, como nos insetos sadios (testemunha) (de-

talhes na Fig. 4).

Estas alteracgdes podem explicar a razao pela  qual

niao ocorreu a paralisia geral nas larvas infectadas e con-
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Figura 4: Alteracdes no pH intestinal e da hemolinfa em
larvas de B. sophorae durante 48 horas ap6s
a infecgao por B. thuringiensis var. kurstaki.
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firma, portanto, a colocagao das larvas das espécies estudadas

no tipo II da classificacdo de Heimpel & Angus {1959).

A ocorréncia de paralisia geral exige mudanca no pH
da hemolinfa para a faixa alcalina. Confirmando isso, Heimpel &
Angus (1960) conseguiram provocar paralisia geral em larvas
de B. mori apenas por injegao de um tampao alcalino ndo toxico

nna hemolinfa desses insetos.

Narayanan et al.(1976) obtiveram resultados semelhan
tes aos do presente trabalho e agruparam nove espécies de Lepi
doptera no tipo II, enquanto que para o tipo I, ne qual as lar
vas sofrem paralisia geral, encontraram apenas uma espécie ,

Papilioc demoleus. Angus & Heimpel (1959) e Heimpel &  Angus

(1960) agruparam B. mori , Protoparce quinquemaculata(Haworth),

Protoparce sexta {Johannson), e Antheraea peruyi Guérin-Méneville

no tipo I . O auwmento no pH ha hemolinfa, que ocorre no tipo I,
resulta de dano no epitélio do tubo digestiveo, seguido por va-
sdo do conteudo intestinal alcalino para a cavidade do Corpo

do insete infectado.
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4.1.3. HISTOPATOLOGIA

Como respresentante dos lepidépteros es

tudados no presente trabalho, larvas de A. argillacea foram

escolhidas para os estudos histopatolbgicos. A anatomia e a
histologia de larvas sadias dessa espécie foram anteriormente

estudadas por Habib (1978).

As avaliagOes histopatoldgicas foram feitas a partir

de larvas de 59 estaddio infectadas por B. thuringiensis  var.

kurstaki com uma dosagem equivalente a 8.000 UI / ha.

4.1.3.1. Alteracdes no intestino médio

O intestino médio nos insetos & responsavel pela
sintese e secregao de enzimas digestivas, onde ocorre a quebra
e hidrdlise das moléculas grandes do alimento e absorgio dos

produtos digeridos e agua {(Bursell, 1970; Wigglesworth; Habib,
1978) .

Os disturbios histoldgicos destectados na fase ini-
cial da infecgdo incluiram condensacao de cromatina nos nac—
leos das células epiteliais, deslocamento dos nacleos para a
regido basal das células, e inicio de vacuolizac¢do no citoplas
ma. Em seguida o intestino médio sofreu relaxamento dos mi.s
culos circulares, afastamento da membrana basal, abandonando a

as células epiteliais, cuja vacuolizagdo aumenta (Fig. 5A) .
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Essas alteracOes foram observadas em larvas fixadas 4 horas
apds a infecgd8o, e eram menos acentuadas na parte posterior do
intestino médic. Apbs 12 horas da ingestd3o do patbgeno, obser—
vou-se relaxamento malor na musculatura circular e longl tu-
dinal, juntamente com dissociacdo das células epiteliais e
afastamento maior da membrana basal (Fig. 5B). Sinais de auto
digestd@o nas células epiteliais, inicio de destruicdo da mem—
brana peritrofica, indicada pela presenca do alimento em con-

tato direto com as células em alguns cortes, foram observados

de uma forma mais acentuada na regido anterior do  intestino
médio do que na regido posterior. Praticamente nessa mesma
fase, o inseto ndoc se alimentava mais e j& sofria paralisia

intestinal. Num estagio mais avancado da bacteriose, aproxima
damente 18 horas apés a infecgdo, maior autedigestdo do epi-
télio foi observada, acompanhada por degeneracdo dos  nGcleos
(Fig. 5C). Nessa fase, as paredes das células epiteliais nao
eram detectaveis. Logo antes da morte, a destruigio do epi-
télio intestinal era total ¢ apenas encontravam-se restos de
tecidos vegetais mal digerides (Fig. 5D} misturados com ves

tigios do epitélio e espalhados na luz do intestino

Observagoes de alteragoes semelhantes foram  feitas

em outras espécies de insetos, tais como, larvas de B. mori

por Heimpel & Angus (1959), Galleria mellonella por Hoopingar

ner & Materu (1964}, Ostrinia nubilalis por Sutter & Raun
(1967), T. ni por Broersma & Buxton (1967) e A. kilhniella

por Habib (1968). Ebersold et al.(1977), com auxilic de micros
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copia eletrdnica, detectaram alteragOes em niveis subcelulares
principalmente em mitocdndrias e microvilosidades em larvas de

Pieris brassicae infectadas por $ —endotoxina.

4.1.3.2. Alteracdes nas glandulas labiais

Os efeitos da bacteriose ocorreram numa forma mais
acentuada, nessas glandulas, apenas a partir de 12 horas apOds
a infecgdo. Condensagao de cromatina nos nicleos foi o pri-
meiro sinal de alterac¢des obsgservado nas glandulas labiais. I-
nicio de degeneracdo da membrana peritoneal e de separacio en-
tre algumas células epiteliais foi observado a partir de 18
horas apds a ingestdc do patdégeno (Fig. 6A). Em larvas fixadas
24 horas apds a infecgdoe, total degeneragao da membrana peri-
toneal, destruicd@o na regifo basal das células e desintegracgdo
das paredes celulares eram oS sintomas observados na maioria
do material examinado (Fig. 6B). Essas alteragdes devem ter
ocorrido como consequéncia indireta da bacteriose. As mudangas
fisioguimicas das caracteristicas da hemolinfa no inseto
doente podem ter causado tais alteragodoes, visto que, o© pato-
geno nunca foi detectado nessas glandulas. Dados semelhantes
foram obtidos por Habib {1968) e Afify et al.(1970a) em glan-

dulas salivares de A. kilhniella infectadas pelo mesmo bacilo.
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Figura 6: Alteragoes histolbébgicas em glandulas 1labiais de
larvas de A. argillacea causadas por B. thurin-

giensis var. kurstaki.

A. 18 horas apbds a infeccao.
B. 24 horas apbds a infecgao.

4.1.3.3. Alteracdes nos tubulos de Malpighi

Os thbulos de Malpighi foram os menos afetados Pela
bacteriose em relacao aos demais b6rgdos. As alteragoes mais
visiveis eram condensacdo de cromatina dos nGcleos das células
epiteliais e diminuigdo dessas células com vacuolizagao acen-

tuada no citoplasma (Fig. 7).

A urina nos insetos é formada por secregdao ativa de
ions inorgénicos, particularmente de potassio. De acordo  com
Bursell (1970), o potassio é transportado da hemolinfa cruzan

do o epitélio dos tubulos de Malpighi e, em seguida, dentro da
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Figura 7: Alteracdes histoldgicas em tubulos de Malpighi de
larvas de A. argillacea apbs 24 horas de infecgao
por B. thuringiensis var. kurstaki.

luz, contra um gradiente eletro-quimico. A produgdo de urina
é muito sensivel a alteragdes na pressao osmdOtica da hemolinfa.

A infecgao por B. thuringiensis provoca aumento no nivel de

ions de potassio na hemolinfa do inseto doente (Ramakrishnan ,

1968 ; Pendelton, 1970; Narayanan & Jayaraj, 1974). As alters

¢coes observadas no presente trabalho, portanto, podem ser
explicadas pela diarreia observada nas larvas doentes o que
pode ter implicado em funcao perturbada e excrecao desequi

librada dos tubulos de Malpighi. Alteragoes semelhantes foram
observadas por Habib (1968) e Afify et al.(1970a) em tiabulos

de Malpighi de larvas de A. kilhniella.

A
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4,1,3.4. AlteracOes nos ganglios nervosos :

Durante as primeiras 12 horas apds a infecgdo foi
observada condensacdc de cromatina nos nlucleos das células
nervosas, sejam imaginais ou larvais (Fig. 84). Diminuig¢do no
tamanho das células nervosas larvais resultando em afastamento
da camada unicelular das células nervosas imaginais, também
ocorreu durante as primeiras 12 horas da infecgac. Numa fase
mais avancada da doenga, 18 horas apds a ingestdo do patdgeno,
as células nervosas larvais comegaram a degenerar (Fig. 8B).As
células imaginais foram menos afetadas nessa fase. Entretanto,
0o neurclema meosirou-se drasticamente afetadc. Na fase final
da doenca, a neurdpila mostrou-se vacuolizada e com inicio de
desintegracdo. As células nervosas larvais sofreram degenera
cdo mais acentuada juntamente com o neurclema (Fig. 8C). Nessa
fase , as células imaginais eram mencs afetadas na maioria do.
material examinado. Entretanto, em poucos casos tails células
foram totalmente degeneradas, permanecendo apenas restos de
neurdpila. Tails alteragdes coincidem com as observagdes de
Habib (1968) e Afify et al.(1970a) em larvas de A. kiihniella.
Esses autores sdo os unicos, até o presente, que estudaram
alteracdes em outros tecidos, além do intestino médio, em

larvas de Lepidoptera infectadas por B. thuringiensis.

Smith & Treherne (1963) usaram ¢ termo '"nerve sheath"
o "neural lamella" para o neuroclema e "perineural cells"” para

células nervosas imaginais.



Figura 8: Alteragoes em ganglios nervosos em larvas
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A. 12 horas ap6s a infecgao.
B. 18 horas apbs a infecgao.
C. 24 horas apbds a infecgado.
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4.1.3.5. Alteragoes nas Ffibras musculares

Em larvas fixadas 4 horas apds a infecgdo, os miscu
los do corpo mostraram-se intactos, apenas com condensac¢ao de
cromatina nos nucleos (Fig. 9A). A partir de 12 horas apbds a
ingestdo do patdgeno, imiciou-se O processo de dissociagao de
fibrilas (Fig. 9B) indicando relaxamento muscular e explicando
a flacidez do corpo do inseto doente. O sarcolema sofreu dege-
neracio visivel em 18 horas e total em 24 horas apbs a 1infec-
¢do (Figs. 9C e gD). As fibrilas na fase final da doenga mOS-
traram relativa degeneracdo. Observagdes semelhantes as do
presente trabalho foram obtidas por Habib (1968) e Afify et
21.(1970a) em larvas de A. khniella, porém, apos periodos

mais prolongados, 36 - 48 horas apbs a infecgao.
4.1.3.6. Alteracdes no tecido adiposo

Na fase inicial da bacteriose, as células adiposas
espalhadas perto do tegumento da larva sofreram redugdo signi-
ficativa e praticamente ndo existiam mais a partir de 12 horas
apbs a infecgdo. O sintoma geral ocorrido nos gomos adiposos
1localizados na cavidade do corpo foi a diminuicdo gradual e
o adelgacamento indicando consumo do seu contetdo (Fig. 9B). .
Fste sintoma ocorre normalmente em insetos que sofrem defi-
ciéneia alimentar ou jejum obrigatdrio. Condensagado de croma-
tina e degeneracgdo da membrana conectiva e das paredes das

células foram os sintomas finais logo antes da morte.Bm alguns



cortes foi detectada degeneragdo drastica no tecido adiposo

Dados semelhantes foram obtidos por Habib (1968) e Afify et

al.(1970a) em larvas de A. kithniella.

Figura 9: AlteragOes histoldgicas em musculos e tecido adiposo
em larvas de A. argillacea infectadas por B. thurin-
giensis var. kurstaki.

A. ApOs 4 horas. B. Apbs 12 horas.
C. Apos 18 horas. D. ApbOs 24 horas.
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4.,1.4. SUSCEPTIBILIDADE E VIRULENCIA

Os dados obtidos no presente trabalho revelaram cla
ramente que, as respostas de larvas de Lepidoptera a Bacillus

thuringiensis var. kurstaki ocorreram em fungdoc do nivel de

susceptibilidade de cada espécie de insetos estudados, da do-
se aplicada,-da origem do patbégeno e da diferenga nos  crité
rios de indudtrializagdo do patdbgeno. Por esta razac, os re-
sultados sdo agrupados, apresentados e discutidos a nivel de

cada espécie de inseto estudado.

4.1.4.1. Alabama argillacea

A importincia econdmica dessa espécie foi relatada
ultimamente por Habib (1976, 1977 e 1978) e mais recentemente
por Andrade (21981). Esses autores mencionaram que o controle
dessa praga, restrita aos algodoeiros do Novo Mundo, depende
até hoje, exclusivamente de produtos gquimicos tdxicos.Ignoffo

et al.(1964) e Habib & Favaro (1981) através de estudos preli

minares revelaram a alta susceptibilidade de larvas dessa
espécie a formulacdes comerciais de produtos & base de B.
thuringiensis.

No presente trabalho, foram estabelecidas 3 dosa-
gens equivalentes a 1000 g, 500 g e 300 g/ha, de cada um dos

produtos Dipel, Thuricide e Bactospeine, além do - ~isolado
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Zoocamp-78. Baseadas nos produtos comerciais (com  virul®ncia
de 16.000 UI/mg), e com o consumo de 0,84 cm2 de folha tratada
por larva, tais dosagens correspondem a 134 , 67 , e 40 UI por
larva, respectivamente.Como a larva de 52 estadio de A,

argillacea teve um pesoc médio de 0,124 ¢, as mesmas dosagerns

correspondem, entdo, a 1081 , 541 e 323 UI/g de peso do inseto

tratado.

As larvas desse noctuideo alimentam-se apenas de
folhas de algodoeiro. Devido a esse hdbito monofigico e a
dependéncia de uma planta hospedeira que ocorre apenas du-

rante o verao, essa espécie n3do hibernante é caracterizada por
vdos migratdrios seguindo a estacfo chuvosa em busca da sua
planta hospedeira (Habib, 1976). Este fendmeno dificulta a
manutencdo desta espécie em criagdes de laboratdrio durante
muitas geragdes, nac permitindo assim a obtengdo de populacdes
de pequena variabilidade genética. Por esta razdo, os bio-
ensaios realizados no presente trabalho com larvas desta es—
pécie foram baseados em critérios de tempos letais e ndo de
doses letais, para evitar possiveis erros em consequéncia da
heterogenicidade genética. Isto &, a progressio geométrica
foi aplicada para o tempo de avaliacic, o que facilitou o wuso

apenas de 3 dosagens sem qualquer relagdo geométrica.

A Figura 10 mostra as respostas de larvas do 5¢
estadio de A. argillacea & dosagem equivalente a 1000 g de

produto por hectare. 0 isolado Zoocamp-78 teve o efeito  pato

génico mais rapido, quando comparado com os trés produtos co-
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merciais (Dipel , Thuricide e Bactospeine), revelando um tem-

po letal mediano (TL_.) de 29,57 horas com intervalo de con-

50
filanca de 27,64 a 31,83 horas. No segundo lugar, encontra-se o
produto belga, Bactospeine, atingindo um TL50 de 31,9 horas

com intervalo de confianga de 29,19 a 34,90 horas. 0Os dois pro

. 95
ZOOCAMP

— e —— THURICIDE ey v,o/' 57 L 90
BACTOSPEINE

~
6,0 ——rirasBIPEL A
-~

PROBIT.
MORTALIDADE *

Figura 10: Mortalidade em larvas de A. argillacea em fungao do
tempo, em horas, apds infecg¢dao por uma dosagem equi
valente a 1000 g/ha de 4 produtos & base de B.
thuringiensis var. kurstaki (Escala Log./Probit.).




.66.

dutos norte-americanos, Thuricide e Dipel, ocuparam o© TUltimo
lugar e sem diferenca significativa entre eles. O 'I‘L50 do
Thuricide foi de 33,27 horas e do Dipel fol de 33, 57 horas

(detalhes na Tabela 2).

Uma comparacdo entre o potencial do isolado Zoocamp
e do produto comercial Dipel pode ser feita, desde que ambos
foram produzidos pela mesma industria e com o mesmo PYOCesso
de fermentacdo e formulagdo. Se o Dipel, com a sua viruléncia

de 16.000 Ul/mg contra larvas de Trichoplusia ni, atingiu un

TLSO de 33,52 horas com as larvas de A. argillacea, entao a

viruléncia do isolado Zcoocamp que teve, com a mesma dosagem,

um TL50 de 29,57 horas, & de 18.136 UI/mg. Isto &, o isolado
Zoocamp foi superior ao Dipel na razao de 1,1335, adaptando e
utilizando as férmulas de Mechalas & Anderson (1964) e Mecha-
las & Dunn (1964) para tempos letais, ao invés de doses letais.
As razdes da diferenca na eficiéncia desses dois preparados
podem ser apenas a regido de onde foi isclado cada um e o hos
pedeiro natural de cada (ambos s3o da mesma variedade e do mes
mo sorotipec H-3a:3b). O bacilo do Dipel foi isolado nos EUA de

larvas de Pectinophora gossypiella; e o Zoocamp foi isolado

no Brazil de larvas de Al tthniella.

Utilizandc a deosagem equivalente a 500 g/ha, " para

comparar as respostas de larvas de A. argillacea aos mesmos

produtos (3 comerciais e o isolado), a figura 11 destaca, mais

uma vez, o isolado Zoocamp em relagdo aos demais. O TLSO desse

isolado foi de 31,71 horas com intexrvalc de confianga de 29,55



Tabela 2: Tempos letais medianos em horas e intervalos de confianga para lar-
vas do 52 estadio de A. argillacea infectadas por 4 produtos a bacse
de B. thuringiensis var. kurstaki.

DOSAGEM EQUIVALENTE

1000 g/ha 500 g/ha 300 g/ha
Produto TL50 Intervalo TL50 Intervalo 'I‘L50 Intervalo
Zoocamp-78 29, 57 27,64 - 31,83 31,71 29,55 - 33,76 37,00 34,23 -~ 39,97
Thuricide 33,27 31,87 - 34,69 34,76 32,46 - 37,98 40,19 37,35 - 43,17
Bactospeine 31,90 29,19 - 34,91 41,09 38,94 - 43,14 48,61 45,39 - 51,73

/9



a 33,76 horas.
seguido por Dipel e finalmente por Bactospeine (detalhes

Tabela 2). Seguindo o mesmo critério de comparagao,

mente mencionado,

68,

O Thuricide ocupou o 22 lugar com essa dosagem,
na

anterior

o0 Zoocamp foi superior ao Dipel, nessa dosa-

gem, com a razdao de 1,239; ou seja, com viruléncia equivalente

a 19.825 UI/mg.

PROB/T.

Figura 11: Mortalidade em larvas de A. argillacea em
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do tempo em horas, apds infec¢do por uma dosagem e-
quivalente a 500 g/ha de 4 produtos a base de B.
thuringiensis var. kurstaki (Escala Log./Probit.).
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A figura 12 confirma a relagao inversa entre o tempo
letal e a dosagem do patdgeno. A dosagem eguivalente a 300
g / ha resultou em tempos letais medianos maiores do que 08
das doses maiores anteriormente utilizadas. Também, com essa
dosagem, © Zoocamp-78 continuou ocupando o 12 lugar em relacgdo
aos demais produtos, revelando um TL50 de 37 horas com inter
valo de confianga de 34,23 a 39,97 horas. Mantendo a mesma or-
dem de produtos observada com a dosagem de 500 g/ha, também
com a dosagem de 300 g/ha, o Thuricide contirmou no 22 lugar ,

seguido por Dipel e finalmente Bactospeine (detalhes na Ta-

bela 2).

Utilizando o Dipel como parametro, o Zoocamp-78 é
superior na razdo de 1,1848; ou seja, de viruléncia de 18.957
UI/mg, utilizando os mesmos critérios anteriormente menciona—
dos.

Os resultados dos bioensaios realizados com o isola
do Zoocamp indicam claramente que as respostas de insetos a um
patogenco variam de acordo com a espécie do inseto, pois este
isolado tem demonstrado nivel de viruléncia de 39.000 UI /mg ,
quando foi comparadc com Dipel, utilizando-se larvas de T. ni
(dados fornecidos pela proépria indastria "ABBOTT LABORATORIES™).
Isto significa que ¢ isolado superou o Dipel (16.000 UI /mg) a

razao de 2,4375. Por outro lado, com as larvas de A.argillacea,

no presente trabalho, a razio de superioridade variou entre
1,1335 e 1,239. Burgerjon & Dulmage (1977} obtiveram resulta-

dos semelhantes quando compararam oS mesmos trés produtos
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comerciais utilizados no presente trabalho, porém, com larvas

de T. ni. *€

A. ktthniella, confirmando a variacao na poténcia

do patdbgeno utilizado, de acordo com a espécie de inseto teste.
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Figura 12: Mortalidade em larvas de A. argillacea em funcao

do tempo em horas, apbs a infecgao por uma dosagem
equivalente a 300 g/ha de produto comercial a base
de B. thuringiensis var. kurstaki (Escala Log.Prob.).
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Os dados mostram, também, que embora o Bactospeine
tenha um potencial de 16.000 UI/mg contra larvas de Anagasta
ktthniella {o inseto teste estabelecido para a padronizacdo dos
produtos eurcpeos), © seu potencial foi inferior ao do Dipel

com as larvas de A. argillacea, variando a razao entre 0,827

e 0,849.

Para a finalidade de aplicagdc no campo, a dosagem
de 500 g/ha pode ser recomendada para o controle de larvas de

A. argillacea em campecs de algoddo. Por outro lado, a dosagem

de 1000 g seria desnecessaria ou até anti-econdmica, enquanto
a de 300 g/ha seria insuficiente, apesar do seu efeito satisfa

tdrio sob condigdes de laboratdrio.

Em termos de adequagd@o a fauna regional, acreditamos
que © isolado Zoocamp seria ideal para aplicagdes na . lavoura
brasileira. Este isolado, obtido a partir de insetos doentes
na regidc de Campinas, SP, revelou-se mais eficiente do que os
produtos estrangeiros avaliados. Tal dado, indica uma necessi
dade malor de levantar e avaliar o0s possiveis patdgenos que
possan ocorrer nas diferentes regides do Brasil e posterior-
mente estudar a possibilidade do seu uso, em programas de

controle microbiano regional de insetos prejudiciails.

Pouqulssimos sdo 0s estudos anteriores ao presente

trabalho, realizados com A, argillacea e B. thuringiensis. Fi-

gueiredo et al.(1960), através de testes preliminares de labo-
ratbrio, concluiram que as larvas dessa espécie sdo suscepti—

vels a este bacilo. Ignoffo et al.(1964), através de investiga
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c¢Bes mais precisas, conseguiram mortalidade em larvas da mesma
espécie, sob condi¢les de laboratdrio, entre 72 e 100 %, utili
zando folhas de algodoeiro que tinham recebido aplicag¢des de

B. thuringiensis no campo. Mais recentemente, Hablb & Favaro

(1981) detectaram a eficiéncia da dosagem equivalente e 300
gramas por hectare, em biocensaios realizados com a mesma es—
pécie. Entretanto, nenhum desses trabalhos revela a quantidade

do patbgeno ingerida pela larva.
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4.1.4.2. Brassclls sophorae

As larvas desta espécie causam grandes dancs em CO-
queiros, desfolhando a planta e deixando apenas as nervuras
principais da folha (Fig. 13), tanto em plantas ornamentais na
regido sul do Brasil, como em plantagdes na regiao nordeste
do mesmo pais. Andrade (comunicacdo pessoal) mencionou que as
larvas dessa espécie sdo susceptiveis a aplicagOes de produtos

3 base de B. thuringiensis. Berti F2 & Gallo (1977), sob condi

cBes de laboratdrio, concluiram que as larvas de Brassolis as-

tyra sdo susceptivels ao mesmo bacilo.

No presente trabalho, foram estabelecidas 6 doses
com progressio geométrica do produto comercial Pipel ( 16.000
UI / mg) para avaliar o nivel de susceptibilidade e as respos-

tas de larvas de B. sophorae.

0 hébito gregério das larvas dessa espécie e  con-
sequentemente, a alta possibilidade de que as de cada ninho

sejam irm3s com pequena variabilidade genética, facilitaram a

determinagao da DL5O. Para cada dose, entretanto, as avalia-
cBes foram feitas em intervalos de tempo Com progressaoc geo-
métrica, facilitando assim os calculos de tempc letal para
cada dose.

A figura 14 mostra o tempo letal mediano para as

doses 136,5 , 91,1 e 60,75 UI / larva. Tais doses correspondem
a 30,29 , 20,21 e 13,48 UL / g de peso de inseto tratado. 0
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TL5O da dose mais alta foi de 19,91 horas, da dose mediana foi

de 23,95 e da dose mais fraca foi de 26,71 horas ( detalhes na

Pabenrs.3 ).

Figura 13: Dano causado em coqueiro geriva por larvas de
B. sophorae, na regiao de Campinas, SP.
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A figura 15 trata de respostas de larvas de BE.

sophorae as Gltimas 3 doses usadas nos bioensaios. Como ja
era de esperar, as doses fracas causaram 50% de mortalidade
nas larvas infectadas em tempos mais prolongados do que as
doses mais altas. A dose 40,5 UI / larva resultou em TL de

50

27, 91 horas, a de 27 UI teve TLSO de 31,17 horas e a dose de

18 UI resultou em TL50 de 45,58 horas (detalhes na Tabela 3)

- 98

[ -

PROBI

MORTALIDADE *

Figura 15: Tempos letais medianos em horas para larvas de B.
sophorae em bioensaios com 3 doses de Dipel
(16.000 UI/mg) (Escala log. / Probit.).



Tabela 3

TLs50 e intervalos de confianca, em horas, para larvas de B.

sophorae infectadas por B. thuringiensis var. kurstaki, utilizan

do 6 doses ( UI / larva e equival@ncia por unidade de peso).

UL/larva UL/g TL50 Intervalo de Confianca
136, 50 30, 29 19,91 19,13 - 20, 69
91,10 20, °1 | 23,95 23,75 - 24,12
60,75 13,48 26,71 24,83 - 28,84
40, 50 8,99 27,91 25,59 - 30,44
27,00 5,99 31,17 28,24 - 33,55
18,00 3,99 45,58 45,12 - 46,03

-LL-
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Os TLSSO obtidos nos ensaios com larvas de B. 50—
phorae demonstraram um aumente gradual de acordo com  a di-
minuicdo da dose. Tal aumento seguiu um fator de 1,12 com um
minimo de 1,04 e um méximo de 1,20 entre as primeiras 5 doses.
0 fator de aumento entre os dois Gltimos TLSSO’ por outro lado,
foi de 1,46, bem malor do que o primeiro. Esta observagdo in-

dica que a Ultima dose (3,99 UI/g) pode ser considerada  sub-

letal para as larvas de B. sophorae. Os TLSBO das Primeiras
5 doses variaram entre 20 e 31 horas; enquanto que o TL50 da

ultima dose foi de 45,58 horas.

0s resultadoes obtidos com o produto comercial Dipel
Foram utilizados para comparar o nivel de susceptibilidade de

larvas de A. argillacea e larvas de B. sophorae. A dose mails

alta usada com larvas de A. argillacea equivalente a 134 UI /

larva e correspondente a 1081 UI/g resultou em TL50 de 33,52

horas. Por outro lado, com larvas de B. sophorae, a dose mais

alta foi de 136,5 UI/larva (aparentemente prodxima a de A.

argillacea). Quando esta dose & transformada em UL/g de peso

do inseto, a dose correspondente serd 30,29 UI/g. Tal dose
resultou em TL50 de 19,91 horas. Isto quer dizer que,a dose de
1081 UI/g em larvas de A. argillacea teve TL_. bem maior do

50
que a dose de 30,29 UI/g em larvas de B. sophorae, indicando,

portanto, nivel maior de susceptibilidade das larvas da 2a.

espécie ao B. thuringiensis do que as larvas da la. espécie .

Do mesmo modo, as outras doses utilizadas com as duas espécies

revelaram o mesmo fendmeno e confirmaram a alta susceptibili
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dade das larvas de B. sophorae quando comparadas com as de A,

argillacea (detalhes na Tabela 4).

Utilizando as 6 doses, anteriormente mencionadas

Com a sua progressdo geométrica, a dose letal mediana (DL50 )

para larvas de B. sophorae infectadas por B. thuringiensis var.

kurstaki fol determinada 27,5 horas apds a ingestdo do patd
geno. Com intervalo de confianga de 34,02 a 35,55 UI / larva,
a DL 5 foi de 34,78 UL {Fig. 16). Esta dose corresponde a

5
apenas 7,717 UL / g de peso do inseto tratado.



Tabela 4 : Comparagdo em trés

B. soghorae e de é.

niveis entre a susceptibilidade de larvas de

argillacea ao B. thuringiensis (Dipel).

B. sophorae A. argillacea
Ul / 1arva Ul / g TL,, UT / larva UL / ¢ TLog
136, 50 30,29 19,91 134,00 1081 33,52
60,75 13,48 26,71 67,00 540, 5 39,29
40, 50 8,99 27,91 40, 00 322,6 43,84

08"
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PR OBIT.
MORTALIDADE %

10 30 50 70 90 130

Figura 16: Relac¢d3o entre doses (UI / larva) e mortalidade em
larvas de B. sophorae infectadas por Dipel ( B.
thuringiensis var. kurstaki)(Escala log.Probit.).
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4,1.4.3. Spodoptera latifascia

A ocorréncia deste noctuideo em plantagdes de algo
dao e soja e a sua possivel importdncia econdmica como inseto
daninho foram relatados por Habib et al.(1982). Esta  espécie

pertence a um género considerado resistente a Bacillus thurin-

giensis var. kurstaki (Moore & Navon, 1973; Govendarajan et
al.,1975; Garcia, 1979; Habib & Garcia, 1981 ; Garcia et al.,
1982) .

Os estudos prelimenares, realizados no presente tra-

balho, revelaram a alta resisténcia de larvas de §. latifascia

as dosagens comumente recomendadas para o controle de larvas
de Lepidoptera susceptiveis a este bacilo. Por este motivo |,
material técnico concentrado de dois produtos comerciais ( Di-
pel e Bactospeine) foi utilizade além do isolado Zoocamp-78
para os estudos de susceptibilidade de larvas desta espécie. O
potencial do concentrado do produto Dipel é equivalente a
32.000 UI / mg, utilizando-se larvas de T. ni como inseto
teste. Cada miligrama do concentradc do Bactospeine, por outro
lado, contém 60.000 UI / mg, utilizandc-se larvas de Anagasta
ktthniella como inseto feste. 0 Zoocamp-78, como foli mencionado

anteriormente , contém 39.000 UI / mg, contra larvas de T. ni.

De cada produto foram feitas 3 diluwigdes, 1/20, 1/30
e 1/40. Cada larva recebia 2 ul de suspens3o. Portanto, as do-
sagens em termos de quantidade de produto seriam 0,100 mg

¥

0,06666 mg e 0,04545 mg / larva respectivamente.
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A figura 17 mostra as respostas de larvas desta es-
pécie & dosagem de 0,100 mg / larva, ou seja, 0,2247 mg /g de
peso do inseto, dos 3 produtos usados. Tal dosagem teve efei
to mortal mais rapidc com o produto Dipel, onde o TL5O foi de
64,72 horas com intervalo de confianca de 45,68 a 84,57 horas.
0 Zoocamp-78, com a mesma dosagem ocupou o 22 lugar com TL50
de 68,87 horas, enquanto que o Bactospeine teve a acao mais
lenta com TL50 de 82,66 horas {detalhes na Tabela 5). Esses'dg
dos indicam que, embora os trés predutos sejam & base da mesma

variedade e mesmo sorotipo, teveram agido diferente nas larvas

de 8. latifascia. Era de esperar que o Zoocamp-738 resultasse
em TL50 menor do que o Dipel, pois & de potencial maior em
larvas de T. ni, e ambos foram produzidos pela mesma industria,
utilizando-se o0s mesmos critérios de fermentagﬁp e formulagiao.
0O resultado inverso entdo pode ser explicado peloc historico de
cada patbgeno desses dois produtos, pois o agente patogénico do
Zoocamp-78 foi i1solado no Brasil a partir de larvas doentes de
A. ktthniella e do Dipel foi isolado nos EUA a partir de lar

vas de Pectinophora gossypiella.

Determinando ¢ potencial de Zoocamp-78 e do Bacto—
speine, na dosagem de 0,100 mg / larva, com a consideragio do

Dipel como padrdo (32.000 UI/mg) e larvas de S. latifascia co-

mo insetc teste, observa-se que a relagao entre os 3 produtos
seria 32.000 : 30.072 : 25.055 para Dipel, Zoocamp e Bacto-

speine respectivamente.

As larvas de 5. latifascia podem ser consideradas

resistentes ao bacilo, desde que a dose mais alta do Dipel
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(0,100 mg / larva), que corresponde a 7191 UI/g do peso do
inseto, além de ter um TL50 de 64,72 horas, foi 6,65 vezes
menor

mais alta do que a dose do mesmo produto, que causou O

TL50 em larvas de A. argillacea (1081 UL/g com TL, de 33,52
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Figura 17: Comparagado do tempo letal mediano em horas
3 produtos, com dosagem equivalente a 0,1 mg/larva,

em larvas de S. latifascia (Escala Log. Probit.).




Tabela 5: Tempos letais medianos em horas e intervalos de confianga para lar
vas de 8. latifascia infectadas por 3 produtos a base de B. Thu-
ringiensis var, kurstaki.

0,100 mg/larva 0,0666 mg/larva 0,04545 mg/larva
Produto TLSO Intervalo TLSO Iptervalo TL5O Intervaloc
Dipel 64,72 45, 68-84, 57 71,64 53,17-89,09 134, 30 98,67-170, 32

Zoocamp-78 68, 87 49,52-89,17 156,70 117,8-207,61 223,07 183,45-263,42

Bactospeine 82,66 61,3-103,09 161,55 120,8-201,29 282,33 250,99-313, 96

vgg-
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horas). Do mesmc modo, essa mesma dosagem fol 237 vezes mais
alta do que a dose do mesmo produto que causo TL50 de 19,91
horas em larvas de B. sophorae, confirmando a resisténcia das

larvas de S. latifascia.

Utilizando a dosagem de 0,06666 mg / larva, para com

parar as respostas de larvas de S. latifascia aos mesmos Ppro

dutos, a figura 18 destaca o Dipel, mals uma vez em relagao
aos outros produtos. 0 tempo letal mediano desse produto foi
de 71,64 horas, seguido por 156,70 e 161,55 horas para 200~

camp-78 e Bactospelne respectivamente (detalhes na Tabela 5)

Os trés produtos manteveram a mesma sequéncia quan
to as respostas de larvas desse noctuideo a dosagem de 0,04545
mg / larva, porém, com tempos letais medianos mals prolongados

(Fig. 19 e Tabela 5).

Com o uso de altas dosagens, ©s baixos niveis de

susceptibilidade de larvas de §. latifascia, detectadaocs no

presente trabalho (valores altos de TLs com grandes 1nterva

50
los de confianca), indicam a inaplicabilidade deste  patdgeno

como agente de controle dessa praga, devido a sua resisténcia.

Embora sejam enumeros os trabalhos publicados sobre

susceptibilidade de larvas de Lepidoptera ao B. thuringiensis,

sdo pouquissimos aqueles que utilizam critérios e dados preci
503 que permitam comparagdes. Muitos usavam apenas determina-
das diluicBes a partir de produtos comerciais, sem qualquer

informacio direta ou indireta sobre a quantidade recebida  do
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patdégeno pelo inseto (Figueiredo et al.,1960; Shaikh &  Morri
son, 1966; Malhotra & Choudhary, 1968; Taylor, 1968 ;Yamvrias &
Angus, 1969; Graves & Watson, 1970; Larson & Ignoffo, 1971 :

Kearby et al.,1972; Cheng, 1973; Charpentier et al.,1973;Alves

et al.,1981; Geest, 1981). Tais trabalhos té&m a sua alta im-
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larvas de §. latifascia infectadas por uma dose de
0,06666 mg/larva de 3 produtos diferentes, & base
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portancia em possiveis aplicag¢Oes no campo e recomendagdes pa-

ra controle microbianoc de pragas.
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Figura 19: Comparagao de tempo letal mediano, em horas, “em

larvas de S. latifascia infectadas por uma dose de
0,04545 mg/larva de 3 produtos diferentes a  base
de B. thuringiensis var.kurstaki (Escala log.Prob.)
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Com o interesse de estabelecer critérios de padroni-
zacdo e de possibilitar comparagoes entre a susceptibilidade

de insetos infectadoa por B. thuringiensis, Angus (1967) foi o

primeiro a salientar a importancia de apresentar os dados em

termos de guantidade de patdgeno / peso do inseto tratado,onde

mencionou que a DL50 para larvas de B. mori infectadas por

B. thuringiensis var. thuringiensis foi de 5 mug /g de larva

Angus & Norris (1968) seguindo o mesmo critério,revelaram que
a DL50 de larvas da mesma espécie foi de 10 pg / g de larva ,

quando utilizaram a variedade alesti.

Ignoffo et al.(1968) foram os primeiros a mencionar
que em varios casos as larvas dos estddicos iniciais demons—
tram nivel maior de susceptibilidade ao patdgeno do que as dos
f1timos estadios. Porém, quando a dose & relacionada com 0
peso da larva, sempre ocorre o inverso. Em larvas de T. ni, de
acordo com esses autores, a DLBO para o primeiro estadio fol
de 48 x 106 cristais / ¢ de larva; enquanto que para o duarto
estadio foi de 30 X 106 cristais. Garcia (1979), Habib & Gar-—
cia (1981) e Andrade (1981) sdo uns dos poucos que consideram

os critérios seguidos por Ignoffo et al.(1968).
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4.1.4.4,. Plodia interpuctella

As larvas desta espécie sdo consideradas praga seria
de arroz, trigo, milho, feijdo, farinhas, farelos, fubéas,doces
sdcos e outros, ocorrendo praticamente no mundo todo ( Back &
Cotton, 1922; Hill, 1928; Hamlin et al.,1831; Fernald & She-
pard, 1942; Gallo et al., 1970). Porém, no Brasil como em
outros varios paises o controle desta praga €  exclusivamente
quimico utilizando, por exemplo, Malation 2% em polvilhamento
(Gallo et al.,1970) e fumigagdo por das do acido hidrociénico

(Fernald & Shepard, 1942).

No presente trabalho, a susceptibilidade de larvas

de P. interpunctella a B. thuringiensis var. kurstaki foi

verificada utilizando 4 preparagdes para esta finalidade,Bacto
speine, Zoocamp-78, Dipel e Thuricide. Concentragdes de
5,659 %, 0,7075 % e 0,188 % do patdgeno foram aplicadas na
dieta artificial para a comparagdo entre os diferentes pro—

dutos.

A figura 20 mostra as respostas das larvas aos 4
produtos com a concentragdo de 2,659 %. Utilizando o Dipel co
mo indicador de poténcia, esta concentragio corresponderia a
425 UI/mg da dieta. O menor tempo letal mediano de 31,09 horas
Foi obtido nas larvas tratadas com Dipel, segwido pox Bacto-
speine com 32,94 horas, porém, sem diferenca significativa en
tre eles. 0 isolado Zoocamp—?S ocupou o 32 lugar com tempo
letal mediano de 47,04 horas e o Thuricide no ultimo lugar

com 60,98 horas {detalhes na Tabela 6).
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Tabela 6: Tempos letais em horas e intervalos de confianga para larvas de P.
interpunctella infectadas por 4 produtos & base de B. thuringiensis
var. kurstaki, em trés concentra¢des diferentes.

2,659 % 0,7075 % 0,188 %
Produto TLSO Intervalo TL50 Intervalo TLSO Intervalo
Dipel 31,09 28,21-34, 26 48,43 43,05~ 54,48 84,86 74,18- 97,09

Bactospeine 32,94  30,79-35,22 32,72  30,59- 34,99 177,353 148,78-209, 39
Zoocamp-78 47,04 43,83-50,48 80,14 74,93- 85,72 172,35 153,95-190,85

Thuricide 60,98 57,01-65, 23 144,80 125,41-164,31 179,71 155,21-204,01

.860
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Com a concentragdo de 0,7075 % do patdgeno na dieta

artificial, as larvas de P. interpunctella tiveram valores

maiores de TLS50 do que os obtidos com a concentragdo de
2,659 %, com a excegac do produto Bactospeine. Para tal pro-
duto, nao houve diferenga significativa entre o tempo letal
mediano nas duas concentracdes citadas (Tabela 6). O  Bacto-
speine com a concentragaoc de 0,7075 % substituiu o Dipel ocu-
pando o 12 lugar com TLSO de 32,72 horas. 0 Dipel,entretanto,
ocupou o 22 lugar com 48,43 horas. Zoocamp-78 e Thuricide tive
ram Os maliores valores de TLs50 com 80,14 e 144, 80 horas res-
pectivamente (Fig. 21).

Com a 3a. concentracdo utilizada, de 0,188 % o Dipel
voltou a ocupar ¢ seu 1¢ lugar com TL50 de 84,86 horas. Os
outros trés produtos, totalmente afastados do Dipel, ocuparam
0o 29¢ lugar sem diferenga significativa entre eles & com TLS50

acima de 170 horas {Fig. 22 e Tabela 6).

0s dados obtideos, através dos bioensaios realizados

com larvas de P. interpunctella, mostraram diminuic¢ac na efi-

cidncia do patdgeno com o decréscimo na concentragdo, indicada
pelos valores de TLSSO. Dados semelhantes foram obtidos por
Habib (1968) e Afify et al.(1970b) com larvas de A. kiihniella.
0s mesmos dados, também indicam gque ndo houve exesso de doses
na concentracio de 2,659 %, a ndo ser nc caso de Bactospeine ,
pois houve aumento gradual no valor dos TLs50 com o decréscimo
na concentracio, facilitando assim os calculos da concentragdo

).

i C
letal mediana ( L50
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A determinag¢dc da CLSO foi feita através de bicen-

saios com 6 concentracdes de'Dipel e 4 periodos de exposicaoc
das larvas ao patégeno. A figura 23 mostra que as maiores do-
ses precisam de tempos menores para causar a mesma percentagem
de mortalidade. Apds 46 horas, por exemplc, a CL em larvas

50
de P. interpunctella foi de 68.031 UI / mg de dieta. Esta dosa

gem corresponde a concentracdo de 00,4252 % do produto comer-
cial. Este dado indica a alta susceptibilidade das larvas des

ta espécie a B. thuringiensis var.kurstaki. Pois, Habib (1968)

A,
50 de larvas de A

kithniella , que pertence a mesma familia Phycitidae, numa

e Afify et al.(1970b) determinaram a CL

dosagem equivalente a concentracdo de 2,5 % do produto Biotrol
BTB-183. Tal produtc era produzido, entretanto, a partir da

variedade thuringiensis (sorotipo H-1). Também, ha a possibili

dade de considerar a variedade kurstaki de potencial maior do

gue a variedade fthuringiensis para larvas de Lepidoptera. As .

CLgO de Dipel apbds 65 , 90 e 127 horas em larvas de P.inter-
punctella foram de 48,64 , 19,65 e 14,65 UL / mg de dieta res

pectivamente (detalhes na Tabela 7).

0 fato de que esta espécie foi criada durante mui tos
anos em condig¢des artificiais totalmente padronizadas, tanto
em termos de condi¢des fisicas como dieta, facilitou a deter-
minacdo da CLBO' Insetos nessa situagdo tém sempre pequena

variabilidade genética entre os individuos.
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Tabela 7: CLs50 de Dipel para larvas de P. interpunctella, com

os intervalecs de confianga, apés 4 periodos de expo

sicao.

Tempo (h) CL50 (UI/mg) Intervalo de confianca
46 68,03 52,92 - 87,53
65 48,64 38,33 - 61,75
90 19,65 14,45 - 24,85

127 14,65 12,03 - 17,31
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4.2, PATOGENICIDADE DE Bacillus thuringiensis

vary. lsraelensis FPARA LARVAS DE DIPTERA

Devido aos efeitos colateralis desvantajosos do nso
de produtos quimo-tdxicos para o controle de larvas aquaticas
de dipteros vetores de doencas para o homem, varias tentativas
tem sido feitas em busca de outras alternativas mais adequadas.
A maioria destas foi dirigida a procura de agentes patogénicos
principalmente bacterianos, que pudessem ser usados para essa

finalidade, As variedades de B. thuringiensis que produzem a

/B—exotoxina tém revelado alta capacidade de causar doenga e
morte para as larvas de dipteros aquaticos (Hall & Arakawa ,
1959; Briggs, 1960; Ignoffa & Gard, 1970; Lam & Webster,1972).
Porém, os seus efeitos tdxicos para os vertebrados (Sebesta et
al.,1969; Ignoffo, 1973; Barker & Anderson, 197%; Lacey &
Mulla, 1977; Alcey et al.,1978) e a teratogenicidade para
insetos (Angus, 1971; Lam & Webster, 1972) foram suficientes,
como critério para a retirada do mercado dos produtos a base
de variedades que produziam essa toxina. O desenvelvimento de
resisténcia em insetos, também respresenta outro aspecto des—
vatajoso para o usc de tal toxina, pois foli verificado por
Barker & Anderson. (1975) que a mosca doméstica desenvolveu

rapidamente alta resisténcia a essa toxina.

Recentemente, Bacillus sphaericus tem demonstrado

gualidades promissoras para o controle de larvas aquaticas de
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Diptera {singer, 1975; Ramoska et al.,1977 e 1978;Mulligan III

et EE-’1978)- Prorém, a descoberta de B. thuringiensis var.

israelensis por Goldberg & Margalit (1977) tornou a ideia de

controle microbiano de larvas aquaticas de dipteros um  sonho
realizavel. Alguns estudos sob condic¢Bes tanto de 1laboratdrio
como de campo, foram realizados em paises como Franca, Canadé
e EUA (de Barjac, 1978; Tyrell et al.,1979; Colbo & Undeen ,
1980; Undeen & Colbo, 1980; Mulligan III ef al.,1980; Wraight
et al.,1981; Larget & de Barjac, 1981; Molloy et al., 1981)
para verificar a efici@ncia desse bacilo em larvas de  culici
deos e simulideos, obtendo resultados altamente satisfatdrios.
Entretanto, até o presente momento, nada foi feito nos paises

neotropicais, nesse sentido.

A eficiéncia de B. thuringiensis var. israelensis

fol avaliada, no presente trabalho, em larvas de Culex

declarator , uma espécie que ocorre nas Americas Central e do

sul (Forattini, 19$65), e em larvas de Simmlium goeldii e S.

rorotaense, dois simulideos frequentes na regido amazdnica.

4.2,.1. PATOGENICIDADE PARA LARVAS DE Culex declarator

4,2.1.1. Sintomatologia Externa

A morte observada rnas larvas de C. declarator, devido

A infec¢do por B. thuringiensis var. israelensis ( sorotipo

H-14), ocorria rapidamente (2 a 3 horas), mecanismo diferente
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de verificado em larvas de Lepidoptera quando infectadas  por

B. thuringiensis var.kurstaki (2 a 3 dias). Por esta razao,

a sequéncia de sintomas, também, foi muito rapida no caso de

larvas de C. declarator.

As larvas infectadas perdiam, gradualmente sua agi-
lidade, aspectoc detectado através de respostas aos toques. Al
guns minutos apbds a infeccdo {como em todes os sintomas, varian
do de acordo com a concentracio) houve reducio, também, gra-

dual nos movimentos das pe¢as bucais da larva, indicando perda

de apetite que terminava com a cessagao da ingestao de ali-
mento. Convulgdes esporadicas foram observadas no inicio da
infeccio (apbds 15 minutos) indicando o possivel inicio de

absorc3o da & -endotoxina do patdgeno. O ritmo das convulcdes
aumentava atingindo o maximo de 20 convulgdes por minuto 43
minutos apbs a infeccdo, indicandc assim, possiveis efeitos

no sistema nervoso da larva.

As larvas do Ultimo estddio (49) comecaram a perder
a sua capacidade de flutuacdo a partir de 30 minutos apbs a
infecg¢do. Porém, ainda com capacidade de retornar a superficie.
A medida que a doenga avangava, as larvas perdiam tal capaci
dade, permanecendo mals tempo no fundo dos recipientes do tra
tamento. As larvas de primeiro estadio, entretanto, provavel-
mente devido ao seu pequeno peso, ndo afundavam na agua facil
mente e, em vArios casos, permaneciam na superficie. As cbser
vacOes indicam que a permanéncia dessas peguenas larvas na

superficie, ocorria exclusivamente pela forga da temsdo super
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ficial da &gua, pois, as larvas agrupavam-se e separavam-se u-
mas das outras lentamente e sem gqualquer esforgo préprio ; tal
fendmeno ocorre com quaisquer particulas em flutuagdo. Varias
dessas larvas pequenas flutuavam, porém, com o sifao emerso na
dgua. As larvas grandes morriam sempre nc fundo do recipiente.
As pequenas, entretanto, geralmente morriam flutuando e afunda
vam Ffacilmente a qualquer toque ou movimento na agua. As lar
vas, logo antes da morte, permaneciam com ¢orp¢ curvado indi-

cande acio dréastica do patdbgeno sobre a rmusculatura.

Os sintomas descritos, no presente trabalho, indicam

a alta possibilidade de que a morte das larvas de C.declarator

ocorria devido a esfixia e ndo pela agdo direta da §_endotoxi-
na produzida pelo patdgeno. As larvas de pernilongos respiram,
através do sifdoc, o ar atmosféricce. A toxina, parece que, afe-
tando os sistemas nervoso € muscular, incapacitou a larva de
permanecer na superficie da agua com o sifdo projetado para
fora. Assim, as larvas afundavam e morriam por falta de O e

2
exesso de 002 e &Acido carbbdnico nos tecidos. Nenhum . trabalho
publicado foi encontrado explicando a razdo da morte rapida
das larvas de pernilongos, devida a infecgdo pela variedade

israelensis.
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4.2.1.2. Histopatologia

As altera¢Oes histolbgicas em larvas de C.declarator

infectadas pela variedade israelensis foram investigadas em

3 tecidos, mesenteron, gaénglios nervosos e fibras musculares.

4,2,1.2.1. AlteracOes no mesenteron :

Durante a fase inicial da infecgio, a condensagao
de cromatina nos nicleos foi observada nas células epiteliais
do intestino médio da larva (Fig. 244). Numa fase mais adian-
tada, ocorreu alongamento e estufamento das microvilosidades
do epitélio intestinal. Vacuolizag¢do e alteragdo da homogenel
dade citoplasméatica foram observadas. A camada epitelial afas-
tou-se da membrana basal e dos misculos circulares ( detalhes
na Fig. 24B). Hipertrofia e intumecimento das células  epite-
liais foram observadas com frequéncia (Fig. 24C), alteracodes
nao detectadas em larvas de Lepidoptera. Essa tumefacdo ol
intumecimento "swelling",acompanhada de desintegracao da micro
vilosidade foram detectadas numa fase mais adiantada da doenga
(Figs. 24D e 24E). O mesmo sintoma foi observado por de Barjac

(1978) e Charles & de Barjac {1981) em larvas de Aedes aegypti.

Logo antes da morte da larva de C. declarator ocorreu desin-

tegracio das membranas celulares do epitélio, das membranas
peritrbfica e basal, e o conteudo das células apresentou-se
misturado com o resto do alimento na luz do intestino médio

(Fig. 24F).
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Figura 24: Alteracdes graduais (A-F) no mesenteron da larvas
de C. declarator infectadas por B. thuringiensis
var. israelensis.




.105.

As alteragdes detectadas no intestinc médio de 1lar-

vas de C. declarator infectadas com B. thuringiensis var.
israelensis e a rapidez da ocorréncia dos mesmos, indica a
elevada prcbabilidade de que o pH na luz do intestino seja

altamente alcalino, favorecende assim a rapida dissolucio do
cristal protéico e a liberacdio da &-endotoxina, responsivel pe

la agdo patogénica no epitélio intestinal da larva.

4.2.1.2,2. Alteragles nos ganglios nervosos

As alteragdes histolbgicas detectadas nos  génglios

nervosos em larvas de C. declarator foram, praticamente, seme-

lhantes aquelas observadas no mesmo tecido em larvas de Lepi
doptera. Entretanto, o desencadeamento dos sintomas, no caso

de C. declarator fol muito mais rapido do que nas larvas de

Lepidoptera.

A Figura 25 mostra og principais sintomas observados.
Numa fase inicial da infecgdo, ocorreu condensacfo da  croma-—
tina das células nervosas acompanhada por perda na homogenel
dade da neurépila (Fig. 25A). Em seguida observou-se degenera
¢do parcial das células nervesas e do neurclema juntamente com
maior redugdc da integridade da neurdpila (Fig. 25B). Nas fa-
ses finais da bacteriose houve degeneracdo total das células
nervosas e do neurolema, permanecendo apenas a neurépila,total

mente afetada e desintegrada (Figs. 25C e 25D).
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Essas alteracdes a nivel de sistema nervoso,explicam
alguns dos sintomas externos observados, tais como, perda de

agilidade e convulgOes musculares.

i
'.-:.:'_
B s

Figura 25: Alteracdes histoldgicas graduais (A-D) em génglios
nervosos, em larvas de C. declarator infectadas por
B. thuringiensis var. israelensis.
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4.2.1.2.3. Alteragdes nas fibras musculares :

Durante a fase inicial da infec¢do, as alteragdes
nas fibras musculares eram praticamente invisiveis e a in-
tegridade foi observada tantc em cortes longitudinais de
fibras (Fig. 26A) como em transversais (Fig. 26B). Entretanto,
em fases mais adiantadas, quando a larva ndo conseguia se-marn
ter na superficie da agua, houve relaxamento total nos  mis-
culos acompanhado por dissociacdo das fibrilas (Figs. 26C e,
26D). Na fase final da doenga houve desintegragdo do sarcole-
ma que envolvia as fibras e, em algumas partes, das préprias

fibrilas.

As alteragdes observadas nos misculos das larvas de

C. declarator confirmam a hipdtese de que, a morte ocorren

devido a incapacitagio dos mesmos para manter tais larvas na
superficie da Agua, Posi¢do necessaria a respiragdo do ar
atmosférico . Isto &, a d-endotoxina, apds a absorgdo no epi
télio intestinal, afetou o sistema nervosc € o0s musculos pro—
vocando assim, distGrbios suficientes para que a larva afun

dasse e morresse por asfixia .
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Figura 26: Alteracdes histolbdgicas em fibras musculares de lar
vas de C. declarator infectadas com B.thuringiensis
var. israelensis.

Corte longitudinal no inicio da infeccSo.
Corte transversal no inicio da infeccio.
Corte longitudinal em fase final da infeccdo.
Corte transversal em fase final da infeccdo.

UQwe
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4.2,1.3. Susceptibilidade de larvas de Culex declarator

Os trabalhos publicados, até o momento, sobre a
susceptibilidade de larvas aquaticas de dipteros ao B. thurin-

giensis va. israelensis e ao B. sf . ricus, foram feitos a

base de uma Unica avaliagdo, 24 he 7 . ou mais apds © tratamen

to, para cdlculos de DLs_ . (Tyrell et al., 1979; Mulligan IIT

0
et al.,1980; Ali, 1981; ili et al.,1981 e outros). Tal cri-
tério n3o representa condigdes para revelar o tempo necessirio
para o desencadeamento da doenga. No presente trabalho, por-
tanto, foi utilizado o critéric de tempo letal mediano ( em

minutos) para idades diferentes de larvas de C. declarator,uti

lizando 3 concentracodoes diferentes do produto ABG-6108-IT .

Essas concentracdes s3o calculadas em termos de UL / litro de

agua.

A figura 27 ilustra as respostas de larvas a COon-—
centracio de 5248 UL/ litro. Em termos de area aplicada, tal
concentracdo era equivalente a 1 1b/ha. 0 fendmeno que mais
chamou a atencdo nesses estudos fol o fato das larvas do 48

estidio (filtimo) revelarem-se mais susceptiveis do que as dos
estadios iniciais. Esses dados seriam inesperadas para agentes
de controle soluveis em agua, ou se a morte estiver direta-
mente relacionada com a acdo da &-endotoxina. E 1dgico que ,
o tamanho das particulas presentes na agua & um fator  essen-
cial para melhor aproveitamento do alimento, tantoe para as

larvas desse diptero como para outras aquaticas. Deste modo ,
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4.2.1.3. Susceptibilidade de larvas de Culex declarator

Os trabalhos publicados, até o momento, sobre a
susceptibilidade de larvas aquaticas de dipteros ao B. thurin-

giensis va. israelensis e ao B. sphaericus, foram feitos a

base de uma unica avaliacdo, 24 horas ou mais apbs o tratamen

to, para cidlculos de DLs_. (Tyrell et al., 1979; Mulligan III

0
et al.,1980; Ali, 1981, ili et al.,1981 e outros). Tal cri-
tério nido representa condicdes para revelar o tempo necessario
para o desencadeamento da doenga. No presente trabalho, por-
tanto, foi mtilizado o critério de tempe letal mediano ( en

minutos) para idades diferentes de larvas de C. declarator,uti

lizando 3 concentracdes diferentes do produto  ABG-6108-IT

Essas concentracdes sdo calculadas em termos de UL / litro de

agua.

A figura 27 ilustra as respostas de larvas a con—
centragdo de 5248 UI/ litro. Bm termos de area aplicada, tal
concentracao era equivalente a 1l 1b/ha. O fendmeno que mais
chamou a atencido nesses estudos foi ¢ fato das larvas do 42

estiddio (Giltimo) revelarem-se mais susceptiveis do que as dos
estiddios iniciais. Esses dados seriam inesperadas para agentes
de controle soluveis em agua, ou se a morte estiver direta-
mente relacionada com a acgdo da &-endotoxina. E 1ldégico que ,
o tamanho das particulas presentes na agua é um fator  essen-
cial para melhor aproveiltamento do alimento, tanto para as

larvas desse dipterc como para outras aquaticas. Deste modo ,
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Figura 27: Comparacao de tempos letais medianos, entre larvas
de C. declarator de diferentes idades tratadas com

concentracao de 5248 UI/litro.

como o patdgeno foi aplicado em forma de pb-molhavel ja in-
dustrializado com particulas de tamanhos variaveis, e ndo em
forma de cristal puro, & de se esperar que as larvas grandes

tenham facilidade maior de receber maiores quantidades do paté
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geno do que as pequenas. A diferenga de susceptibilidade entre
larvas no inicio do 42 estadio e larvas no final do mesmo esta
dio apoia esta hipbtese. No inicio desse estadio o TL50 foi de

76,59 minutos. Por outro lado, 123,86 minutos foi o TL para

0]
larvas no final desse Ultimo estddio, indicando menor zuscepti
bilidade. Obviamente, a larva indere quantidade maior de ali-
mento no inicio do que no final do estadio. Gaugler &  Molloy
(1980) detectaram queda na susceptibilidade de larvas de

Simulium vittatum quande a infecgdo foli feita apds alimenta

c3o0. HAa mais uma possibilidade que poderia ser considerada
junto ou independentemente dessa hipdtese, para justificar a
maior susceptibilidade observada nas larvas do Gltimo estadio.

Esta possibilidade trata do peso da larva em relagao a tensdo

superficial da agua. Pois, as larvas maiores afundavam mais
facilmente do que as menores, sofrendo assim a asfixia e a
morte mais rapidamente (76,59 a 123,96 minutos). Por ocutro
lado, as larvas do 12 estadio tiveram um TLBO de 561,37 minu-
tos e as do 2¢ estadio tiveram um TL50 de 167,57 minutos ( de-—
talhes na Tabela 8}.

As figuras 28 e 29 mostram as respostas de larvas

de C. declarator as concentragdes de 3936 e 2624 UI / litro ,

respectivamente. Em termos de quantidade de produto comercial
por Area, a la. concentracdo era equivalente a 0,75 lb/ha e a

2a. a 0,50 1b/ha.

Nas 3 concentracdes usadas no presente trabalho, as

larvas de todas as idades, com a excecdo do 12 estéadio, tive



Tabela 8: Tempos letais medianos, em minutos, com intervalos de confianca para

idades diferentes de larvas de C. declarator tratadas com 3 con-—
centra¢des de B. thuringiensis var. israelensis.
5248 UI / 1itro 3936 UI / 1litro 2624 UI / litro
Fase TL50 Intervalo TL50 Intervalo TL50 Intervalc
4¢ Estddio In. 76,59 70,33~ 83,42 92,28 85,05-100,11 145,63 131,39-161,41
42 Bstadio Fin, 123,96 116,56-131,83 195,06 179,11-212,43 244,63 221,33-270,30
22 Estidio 167,57  152,39-184,23 367,24  326,24-414,01 537,53  468,27-617,03
1¢ Estadio 561, 37 550,97-571,97 625,42 550,35-710,67 601,82 540, 68-669, 85

"STIT”



ed 3l

ram TLS50 diretamente relacionados com a concentracdo; ou se-

ja, tempo letal mediano menor para a concentracdo maior. A
excegao das larvas do 12 estaddio, as quais n3o revelaram dife
renca significativa entre os TLS50 das diferentes concentra-—
¢bes, confirma a hipbtese de que a causa direta da morte das

larvas seria a asfixia provocada pela ac3o da S-endotoxina nos

| 98
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Figura 28: Comparagao de tempos letais,em minutos, entre lar-
vas de C. declarator de diferentes idades tratadas
com concentracdo de 3936 UI / litro.
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sistemas nervoso e muscular. Essas pequenas larvas sempre per-
maneciam na superficie da agua pela forga da tensdo super-
ficial, conseguindo respirar normalmente e permitindo o desen-
cadeamento da bacteriose que finalmente causou a morte da lar

va apbds aproximadamente 10 horas (detalhes na Tabela 8).

- 95
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Figura 29: ComparagOes entre tempos letais, em minutos,em lar-
vas de C.declarator de diferentes idades tratadas
com concentracdo de 2624 UI/litro.
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Esses dados indicam gue aplicagdes de 1 1b / ha do
produtoc ABG-6108-II seriam suficientes para obter  resultados

satisfatérios no controle de larvas de C. declarator em cria

douros naturails.

Em termos de critérios de padronizacdo, os dados do
presente trabalkho indicam que a exigéncia de de Barjac &

Larget (1979) de usar larvas do 4¢ estéddio, embora de Aedes

aegypti, nos bicensaios nao seria suficiente e deveriam estabe
lecer uma determinada fase deste estadio, desde que as larvas
tem demonstrado niveis diferentes de susceptibilidade dentro
do mesmo estadioc. A aplicacdo de critérios de tempo letal me-
diano seria altamente adequada, para evitar errors, em compara

¢bes de susceptibilidade e viruléncia.
4.2.1.4. Viruléncia de dois predutos & base de H-14
No presente trabalho, foi feito um estudo compara-—

tivo para avaliar a viruléncia de dois produtos & base de B.

thuringiensis var. israelensis (sorotipo H-14), utilizando lar

vas de C. declarator como inseto teste.

Ambos produtos foram padronizados pela indUstria con
tra larvas de A. aegypti. Porém, o Bactimos contém 6.000 UIL/mg;

enquanto que o ABG-6108-II contém apenas 2,000 UIL/mg.

Utilizando o tempo letal mediano como parametro na

comparacdo, o Bactimos com a concentraclo de 0,328 mg / litro
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(equivalente a 1 1b/ha) resultou em TL50 de 50,07 minutos com

intervalo de confianca de 47,19 a 53,10, contra larvas de C.

declarator. As larvas utilizadas nestes testes stavam prdximas

3 fase final do Ultime estadio. O produto ABG-6108-II, com a
mesma concentracioc de 0,328 mg/litro resultou em TLog de
112,29 minutos com intervalo de confianga de 104,98 a 120,11

minutos.

De acordo com os dados dos fabricantes, utilizando
larvas de A. aegypti como inseto teste, © Bactimos teria viru
18ncia 3 vezes maior do que o ABG-6108-IT1 (6.000 / 2.000). Po-
rém, com os bioensaios do presente trabalho, utilizando larvas

de C. declarator, o Bactimos teria viruléncia (112,29 / 50,07)

apenas 2,2426 vezes maior do que o ABG-6108-II, indicando que

da no seu potencial contra as larvas dessa espécie.

Esses dados indicam a alta importancia de incluir ©
nome do inseto teste utilizado juntamente com todas as 1nforma
cBes necessdrias para facilitar a comparagéo e a escolha do

produto mais adequado para o controle da cada espécie alvo.
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4.2.2. PATOGENICIDADE PARA LARVAS DE SIMULIDEOS

A eficiéncia da variedade israelensis foi avaliada ,

durante o presente trabalho, em larvas de duas espécies de

Simulideos. Simulium goeldii ocorre, unicamente, na bacia ama

zdnica; enquanto que 5. rorotaense ocorre tanto na bacia ama

z8nica como na bacia do Rio Orenoco (Py-Daniel, comanicagao

pessoal). O produto ABG-6108-IT foi usado nos biocensaiocs.

4.2.2.1. Sintomatologla externa

A velocidade do aparecimento dos diferentes sintomas
variou de acordo com a concentrag¢do usada e o nivel de suscep
tibilidade da espécie. As larvas de 5. goeldii mostraram-se

mais susceptiveis 'do que as de §. rorotaense

Alguns minutos apbds a infecgdo, as larvas demonstra
ram movimentos perturbados e desorganizagao dos dois leques
cefilicos, invés de movimentos alternativos regulares come era
observado na testemunha. Aparecimento de Bolha de ar na frente
da cavidade bucal ocorreu com alta frequéncia nos tratamentos,
mas nunca na testemunha. Observou-se também redug@o na agili-
dade da larva e nos movimentos cefalicos, indicando redugdo na
alimentacdo. Inicio de convulgdes foi detectado a partir de 20
minutos apds o tratamento, aumentando ¢ seu ritmo e intensida-
de gradualmente. Nas fases finais pré-mortais, os leques cefa

1licos apareciam sempre fechados e sem qualdquer movimento, indi
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cando parada alimentar. Redugdo na intensidade das convulgdes
e perda da capacidade de se fixar na parede do recipiente pelo
pseudopedo, também foram observadas. Logo antes da morte a lar
va perdia totalmente esta capacidade e ficava presa apenas pe-
la extremidade posterior do corpe ow pelos fios de seda. Final

mente a larva nao repondia mailis aos toques e morria.

A morte radpida que ocorreu {a partir de 40 minutos:)
nas larvas das duas espécies de simulideos, indica a alta
susceptibilidade das mesmas ac patdgeno, mais precisamente a
%-endotoxina. Visto que 40 minutos seriam apenas suficientes
para a dissclucdo do cristal e a absorgdo da toxina e ndo a
multiplicag8o da bactéria ou a ccorréncia de septicemia. Isto
indica a alta possibilidade de que o pH intestinal dessas lar—
vas seja altamente alcalino para permitir a dissoclugdo rapida
do cristal e a ocorréncia de toxemia. Lacey & Federici (1979)
mencionaram que o PH intestinal em larvas de S. vittatum varia

de 9,6 a 11,4, ou seja, altamente alcalino.

4.2.2.2. Susceptibilidade.

Os estudos realizados com as larvas de Diptera, con
firmam a adequacdo do uso do critério de tempo letal mediano
para as avaliag®es de susceptibilidade. Tal critério favorece
a utilizagdo de uma Unica concentragao com um namero grande

de individuos, diminmaindo assim as dificuldades que ocorrem
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normalmente com os critériocs de DLBO' Estes Gltimos critérios,
exigem nameros bem maiores de individuos para o teste, o  que
funcionaria apenas para cria¢Oes homogéneas com a minima varia
bilidade genética e ndo para espécies coletadas no campo ou

criadas durante poucas geracgdoes no laboratdrio.

0s dados aqui apresentados foram calculados apenas a
partir das foérmulas de Thompson (1947) adaptadas para TLSO' As
larvas de 5. goeldii, no final do estadio larval (792 a 82 esta

dios) mostraram-se altamente susceptiveis a variedade  israe-

lensis (sorotipo H-14). Pois, enquanto ndo ocorreu nenhuma mox
talidade na testemunha, o TL50 Fei de 125,62.minutos, com in-
tervalo de confianca de 119,29 a 132,28. A concentracdo usada
neste caso foi de 1,31138 mg/litro (do produto ABG-6108-II), o

dobro da maior concentragdo usada com larvas de C. declarator.

Por outro lado, os Gltimos estadios larvais de S.

rorotaense mostraran-~se menos SUSCEPtiVEiS ao mesmo produto

Com a concentracdo de 2,62276 mg/litro, o TL50 foi de 144,98 ;

e com 5,24552 mg/1litro, o TL foi de 127,86 minutos (detalhes

50
na Tabela 9).

Desde gque ndo houve diferenga significativa entre
I ]
o TL ne tratamento com $. goeldii e o TL da concentragao

50 50
mals alta no tratamentc com 5. rorotaense, a relacao entre a

susceptibilidade dessas duas espécies seria, entdo, a mesma
das duas concentracoes usadas; ou seja, 5,24552 / 1,31138 = 4.
Isto &, as larvas de S. goeldii seriam 4 vezes mais suscepti

veis do que as de 3. rorotaense.




Tabela 9: Tempos letais medianos, em minutos, com intervalos de confianca
para larvas de duas espécies de simulideos tratadas com diferen
tes concentragdes de B. thuringiensis var. israelensis.

1,31138 mg / 1 2,62276 mg / 1 5,24552 mg / 1

Espéci TL Intervalo TL Intervalo TL Intervalo
P ie 50 50 50

5. goeldii 125,62 119,29-132,28

S.rorotaense 144,98 141,37-148,69 127,86 124,43-131,38

"0cT”
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Os dados do presente trabalho, indicam a alta possi
bilidade de uso dessa variedade para o controle de simulideos
neotropicais. Porém, serdo necessarios estudos de campo para
determinar as dosagens adequadas do patdgeno; visto que as lar
vag de simulideos, na sua maioria, vivem em correntezas de

dgua e ndo em agua parada.
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5. CONCLUSOES

As conclusdes cobtidas através dos dados do presente

trabalho, podem ser resumidas nos seguintes itens :

1. As larvas de Alabama argillacea e de Plodia interpuctella

sdo susceptiveis ao Bacillus thuringiensis var. kurstaki e

podem ser controladas facilmente no campo com produtos a

base desse bacilo. As larvas de Brassolis sophorae sao mais

susceptiveis do que as de A. argillacea . Por outro 1lado ,

as larvas de Spodoptera latifascia s3o resistentes e o seu

controle no campo, com produtos a base dessa bactéria, seria
anti-econ®mico. Em areas urbanas, jardins e residé@ncias, pro
dutos comerciais dessa variedade do bacilo podem ser reco-
mendados para o controle de larvas de B. sophorae, substi-
tuindo assim defensivos quimicos que possam representar as-—

pectos desvantajosos para tais locais.

2, A susceptibilidade de larvas, até da mesma espécie, varia
de acordo com varios fatores, inclusive a origem geografica
do patdgeno, o hospedeiroc do qual este foi isolado, e o pro-
cessamento da producdo comercial até do mesmo sorotipo da
bactéria. Para facilitar e possibilitar as comparagdes entre
regultados de trabalhos sobre susceptibilidade de insetos e
viruléncia de patdgenos, & necessario padronizar os cri—

térios de bicensaios, expressar os dados em termos de Unida
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des Internacionais de viruléncia, determinar a idade do inseto
e o seu peso médio e aplicar calculos matematicos precisos e
TL ou CL . Para

50 7 50 50
estudos de susceptibilidade e viruléncia o critério de TL50

definidos para a determinagdo de DL

pode ser recomendado para populagdes de grande variabilidade

genética. 0s critérios de DL_. ou CL50 podem ser sugeridos pa

50
ra populacdes de pequena variabilidade genética.

3. A S-endotoxina tém ac3o fatal lenta nas larvas de Lepidop-
tera, causando a morte 2 a 3 dias apds a infecgdo. Em termos
de controle no campo, € importante informar os técnicos e agri
cultores que a morte é lenta. Porém, o inseto para de se ali-
mentar algumas horas apds a aplicagdo e nao representa mais

ameaga para a plantacgdo.

4. Nenhuma espécie dos lepiddpteros estudados no presente tra-
balho representa o tipo I da classificag8o de Heimpel & Angus
(1959}, pois as larvas nao sofrem paralisia geral nem aumento

ne pH da hemolinfa devido a infecgao. A. argillacea e B.sopho-

rae se enquadram no tipo II da mesma classificagdo. S. lati-

fascia, embora resistente, representarié, também, o tipo II e
ndoc o tipo III nem o IV, desde que as larvas sofrem paralisia

intestinal e os sorotipos usados nio contém /SHexotoxina.

5. As larvas de Lepidoptera, apds a morte causada pela acdo do
bacilo, adquirem a coloragao preta resultando em cadaveres car
bonizados secos. Com esse sintoma, as avaliagdes no campo se
tornam facies, apbds aplicacdes de produtos a base dessa bac

téria, com a causa da morte confirmada. Tal sintoma é dife-
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rente da flacidez e liqueficac@o causadas por virus ou mumifi-

cagdo causada por fungos.

6. As alteracdes histoldgicas mais drasticas provocadas  pelo
bacilo em larvas de Lepidoptera ocorrem a nivel de  intestino
médio, sistema nervoso e musculatura. As alteragdes iniciais

podem ser detectadas a partir de 4 horas apbs a infecgdo.

7. A & _endotoxina tem um efeito répido e drastico nas larvas
aquaticas de Culicidae e Simuliidae, causande a morte em pou-

cas horas apds a infecgfo por B. thuringiensis var.israelensis.

8. A morte nas larvas de Culex declarator ocorre devido a agdo

da & -endotoxina no sistema nervosc e na musculatura, incapaci
tando a larva a permanecer na superficie da &gua para a respi~
racdo. Assim, a larva afunda e morre por asfixia. A morte ra-
pida das larvas aquaticas de Diptera indica que o inseto sofre
apenas toxemia e n@o chega a sofrer septicemia. Além disso, o
PH intestinal dessas larvas deve ser altamente alcalino para
que possa dissolver o cristal, liberando assim a & _endotoxina

respongavel pela toxXemia.

9. A susceptibilidade de larvas aquéaticas de Diptera ac B.

thuringiensis var. israelensis varia de acorde com © produto,

a espécie de inseto e a idade das larvas.

10. Os insetos no inicio de um estadio larval sao mais suscep
tiveis do que ne final do mesmo. Para finalidades de padroniza
cdo industrial é necessario estabelecer uma fase do 42 estédio

larval de Aedes aegypti desde que a morte é mais rapida no
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inicio deste estiddic e ocorre pouas horas apds a infecgdo.

11. As larvas de C. declarator s@o mais susceptiveis do que

as de Simulium goeldii . As larvas de Simulium rorotaense, por

outro 1ado, sdo as menos susceptivels entre os dipteros estu

dados no presente trabalho.

12, Aplica¢les de produtos a base de B. thuringiensis var.

israelensis podem ser recomendadas para o controle de larvas

de culicideos e simulideos nos seus criadouros naturais. Entre
tanto, estudos de carater aplicade s@o necessarios para esta-
belecer melhores critérios, condig¢les e formulagdes de pPro-

dutos a4 base dessa variedade.

13. Estudos de laboratdrio sdo necessadrios para verificar a
possibilidade ou ndo de combater uma determinada espécie de

insetos com produtos biolbgicos no campo.
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6. RESUMO

A patogenicidade de duas variedades de Bacillus

thuringiensis Berliner foi investigada em larvas de Lepi-

doptera e Diptera. Através do enfoque patoldégico mo estudo ,
tentou-se esclarecer alguns aspectos importantes nas areas

de pesquisa, industrializagdo de patdgencs e aplicagdo de

produtos & base de B. thuringiensis no campo.

Os sintomas externos pré-mortais foram descritos em

larvas de Lepidoptera infectadas por B. thuringiensis var.

kurstaki e em larvas de Diptera infectadas por B. thuringien-

sis var. israelensis. Algumas alteragdes histoldgicas foram

detectadas em alguns tecidos de tais larvas, principalmente ,
no intestino médioc, sistema nervoso € musculatura. As altera
¢Bes observadas nesses tecidos foram relacionadas com o desen

cadeamento dos sintomas externos da bacteriose.

A variedade kurstaki teve acdoc fatal lenta (2 a 3
dias) nas larvas de Lepidoptera, gquando comparada com a agao

da variedade israelensis nas larvas aquaticas de Diptera,onde

a morte ocorre em poucas horas apds a infecgao.

Nenhum dos lepidépteros estudados pertence o tipo I
da classicificacdo de Heimpel & Angus (1959); pois ndo
ocorreu paralisia géral ou aumento no pH da hemolinfa nas
larvas doentes. Entre as larvas dessas espécies, as de Brasso-

1is sophorae revelaram-se mais susceptiveis em relacgao as
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demais. Por outro ladc, as larvas de Spodoptera latifascia e-

ram as mais resistentes a mesma variedade kurstaki { sorotipo

H-3a:3b).

A origem do patdgeno, o hospedeiro do qual este foi
isolado e o processamento da produgio comercial, além da varie
dade do bacilo e da espécie do insetc infectado, eram fatores

responsaveis pela variagao nas respostas das larvas infectadas.

A expressdo da quantidade do patbgeno em termos de
Unidades Internacionais de viruléncia / unidade de peso do in-
seto tratade revelou-se altamente precisa para comparagoes de
susceptibilidade de insetos e viruléncia de produtos. O uso de
critérios de DL50 e CL50 mostrou-se muitp adequado, e até pode
ser recomendado, para estudos com populagdes de insetos Jgene-

ticamente menos variaveis. A resposta dos individuos, no caso,

seria diretamente relacionada com e em fungdo da dose ou a
concentracdo aplicada. ©C uso de TLSO , pPor outro lado, reve—
lou-se mais funcional e, também, pode ser recomendado para

investigacdes com populagdes de maior variabilidade genética.

0s niveis de susceptibilidade revelados para cada
uma das egpécies estudadas, indicaram a alta possibilidade de
obter resultados satisfatdrios no campo, quandc produtos comer
ciais a base da variedade kurstaki forem aplicados contra

larvas de B. sophorae , Alabama argillacea e Plodia inter-

Eunctella em jardins e areas urbanas, lavoura & armazens res—

pectivamente.
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A morte iniciou-se, nas larvas aquaticas dos dip-
teros estudados, apenas poucas horas apds a infecgdo pela va-

riedade israelensis. As larvas de Culex declarator (Culicidae)

mostraram-se mais susceptiveis a essa variedade do que as lar
vas de simulideos, gquando infectadas com este patbgeno. Entre

as duas espécies de simmlideos, as larvas de Simulium goeldii

eram 4 vezes mals susceptivels do que as de S. rorotaense.

As larvas do Tltimo estadio de C. declarator reve—

laram-se mais susceptiveis ao patdgeno do que as dos estadios
iniciais. No mesmo tempo, as larvas nco inicio do Gltimo esta-
dio (42) eram mais susceptiveis do que no final do mesmo esta-
dio. Este Gltimo aspecto, juntamente com a morte rapida  cau-
sada pelo patdogeno ( 2 a 3 horas ), devem ser considerados nas
recomendacdes de alguns 6rgaos oficiais no exterior. Tais

6rgaocs, exigem que o 42 estddio larval de Aedes aegypti  seja

usado nos bicensaios de padronizacgzo de produtos & base da va-

riedade israelensis ; porém, sem estabelecer uma fase desse

estidio.

A especificidade e a alta viruléncia da variedade

igraelensis para larvas aquaticas de Diptera, revelam O seu

grande valor como agente promissor no controle microbiano de

larvas de Culicidae e Simuliidae.

0s sintomas externos cobservados nas larvas de . C.

declarator , as alteracOes histoldgicas e a morte rapida foram

suficientemente convenientes para mostrar a agao da S—endg

toxina produzida pelo patdgenc. Tal toxina deve ter afetado
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drasticamente o sistema nervoso e a musculatura da larva, di-
ficultando assim a manutencdo desta na superficie da agua e
consequentemente a sua respiragdo do &r atmosférico. Assim

a larva afundada morreu por asfixia.

Bsses estudos revelaram a presenga de um novo campo
para investigagdes de patologia de insetos e controle micro-
biano para os dipteros aquaticos nectropicais e subtropicais .
Tais investigactes terdo o seu alto valor do ponto de vista
numano, desde que varias dessas espécies tem a sua importancia

como insetos vetores de doengas humanas.
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7. SUMMARY

The pathogenicity of two varieties of Bacillus

thuringiensis Berliner was investigated using some lepi-

dopterous and dipterous larvae. The aim of the present study
was to clarify certain aspects related to the application of
insect pathology, such as susceptibility and virulence evalua
tions, standardization criteria, and field applications of

microbial products to the control of some harmful insects.

The sequence of external symptoms was described in

lepidopterous larvae infected with the B. thuringiensis var.

kurstaki (syrotype X-3a:3b) and in dipterous larvae infected

with the variety israelensis (syrotype H-14).The histolegical

alterations, in these infected larvae, were described, prin-
cipally those in the mid-gut, nervous system, and musculature.
These alterations were found to be directly associated with

the different external symptoms of the disease.

The progress of the disease up to the death in the
lepidopterous larvae lasted longer time (2 - 3 days) than in

dipterous ones (2 - 3 hours).

Type I of Heimpel & Angus (1959) classification did
not occur among the lepidopterous species studied, since nei
ther general paralysis nor pH alterations in the hemolymph

were detected.
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Brassolis sophorae larvae were found to be the most

susceptible to syrotype H-3a:3b, when compared with the other

lepidopterous species. On the other hand, Spodoptera lati-

fascia larvae were the most resistant.

Origin, natural host, and mass production criteria
of the pathogen, in addition to i1ts variety and the tested
insect species, were the most important factors responsible
for the variation in responses of the infected larvae. There-
fore, these aspects should be considered to choice the more

adequate product for each insect species to be combatted.

The quantity of the pathogen expressed in =~ Interna-
tional Units of toxicity per unit of body weight, showed to be
highly precise for the comparison of insect susceptibility and
pathogen virulence. The LD50 and LC50 criteria were found to
be suitable and, therefore, can be recommended for investiga-
tions where the populations of insects are of low genetic va-
riability. On the other hand, for genetically variable popu-

lations, the LTBO was found to be more adequate.

B. scphorae, Alabama argillacea and Plodia inter-

punctella were found to be highly susceptible to the syrotype
H-3a:3b. Therefore, this pathogen can be recommended Ffor their

control.

The aquatic dipteran larvae, studied in the present
work, died some hours after infection with syrotype H-14.Culex

declarator (Culicidae) larvae were more susceptible than those
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of the simulid species. Within Simuliidae, Simulium  goeldii

larvae were 4 times more susceptible than the §. rorotaense

ones.

The last instar (4th.) larvae of C. declarator were

more susceptible than those of the first instars. Moreover,

within the same instar, these larvae showed different 1levels

of susceptibility. In the initial phase of the last instar
they were more susceptible than in the final phase. These
informations, in addition to the rapid fatal action of the

toxin in dipteran aquatic larvae, should be considered by the
governamental agencies, in establishing standardization Cri-
teria for future commercial products based on this variety.At
the present, these agencies establish the 4th instar larvae

of Aedes aegypti as a test imnsect for stadardization bio-~

assays, ignoring the difference in susceptibility within the

same instar.

Because of the high specificity and virulence of B.

thuringiensis var. israelensis for dipteran aquatic larvae,

it can be considered as a promissing agent for microbial

control of mosquitos and black flies larvae.

Considering the mode of action of syrotype H-14 in
mosquito larvae, the results led us to beleive that the
® —endotoxin liberated in the high alkaline mid-gut affected
the ventral nervous system and consequently the musculature ,

provoking disfunction of the latter.The effect on the muscles
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made the larva lose its capacity to maintain itself at the
water surface. Consequently, the larva submerged and died by
asphixiation. The observed sequence of the external symptoms,
as well as the histological alterations sustained this

hypothesis.

The results obtained in the present study reveal

the possibility to utilize the syrotype H-14 in the control

of vectors of some human diseases, such as malaria and filaria.

This application, however, requires additional extensive Te-

search work to complete urgently needed informations.
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