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RESUMO

NASCIMENTO, Maria de Lourdes. Efeito de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
sobre Podisus nigrispinus Dallas, 1851 (Heteroptera: Pentatomidae: Asopinae) em
labortório. Lavras: UFLA, 1996, 56p. (Dissertação - Mestrado em Agronomia, área de
concentração Entomologia)*.

As metodologias propostas pelos protocolos com finalidades de estimar o risco potencial

dos agentes microbianos sobre artrópodes benéficos avaliam apenas mortalidade em período de

tempo determinado. O presente estudo objetivou analisar o efeito do agente microbiano de

controle biológico Bacillus thuringiensis sobre o predador Podisus nigrispinus, através de análise

comparativa de tabelas de vida de fertilidade. O experimento foi realizado no laboratório de

Entomologia do CNPMA/EMBRAPA em Jaguariúna São Paulo, a 25 ± 2°C, 70 ± 10% de

umidade relativa e fotofase de 12 horas. Constituiu-se de dois tratamentos, no primeiro (ti) os

predadores foram alimentados com lagartas sadias de Bombyx mori e no segundo (t2) com

lagartas infectadas pelo patógeno. Os parâmetros biológicos analizados foram corrigidos através

de um programa de estimativas "Jackknife". Os valores de Ro para a primeira geração foram:

243,96 fêmeas/fêmea no curso de uma geração para o tratamento controle (ti), e 94,6 para o

tratamento com lagartas infectadas (t2). Os valores de Ro observados na segunda geração foram

223,96 para (ti) e 53,34 para (t2). Os valores de rm na primeira e segunda geração foram 0,17 (ti)

; 0,12 (t2) e 0,14 (ti) ; 0,10 (t2) fêmeas/fêmea/dia respectivamente. Valores de A. na primeira

geração foram 1,19 (ti) e 1,12 (t2) fêmeas/fêmea/dia; na segunda geração foram 1,15 (ti) e 1,10

* Orientador: Prof. Dr. Gilberto José de Morais. Membros da Banca:, Prof. Dr3. Vanda Helena
Paes Bueno, Prof. Dr. Américo Iorio Ciociola.
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(t2), respectivamente. Valores de X na primeira geração foram 1,19 (ti) e 1,12 (t2)

fêmeas/fêmea/dia; na segunda geração foram 1,15 (ti) e 1,10 (t2), respectivamente. Os valores de

(T), foram 32,3 dias (ti) e 39,4 dias (t2) na primeira geração, respectivamente. Para a segunda

geração, os valores de (T) foram 39,2 dias (ti) e 39,3 dias (t2), respectivamente. Foram

elaboradas curvas de oviposição e o tratamento controle (ti) demonstrou superioridade nas duas

gerações em comparação com o tratamento com lagartas infectadas (t2). O número médio de ovos

por fêmea para (ti) nas duas gerações também demonstrou superioridade quando comparado com

o número médio do (t2). A duração média dos estágios imaturos de P. nigrispinus para a primeira

geração apresentou média de 18,4 ± 1,0 dias para o tratamento controle e 20,3 ± 2,0 dias para o

tratamento com lagartas infectadas respectivamente. A taxa de eclosão nos dois tratamentos foi de

100% e o percentual de sobreviventes da fee imatura foi de 80% para ti e 56% para t2. Para a

segunda geração as médias observadas foram 19,7 ± 1,7 (ti) e 21,2 ± 1,0 (t2), a taxa de eclosão

foi de 100% para (ti) e 64% para (t2). O percentual de sobreviventes da fase imatura foi 64% (ti)

e 42% (t2). P. nigrispinus não apresentou preferência alimentar por lagartas sadias e infectadas

com B. thuringiensis var. kurstaki. Não foi verificada a presença de esporos de B. thuringiensis na

hemolinfa do predador o que sugere-se que esta bactéria não se multiplica neste inseto. Esporos

viáveis foram detectados nas fezes de P. nigrispinus. Os resultados sugerem que os efeitos

adversos observados associados aos parâmetros de tabelas de vida foram provocados pelos

adjuvantes e inertes que compõe a formulação do produto comercial B. thuringiensis var.

kurstaki, ou a presença de metabólitos tóxicos no produto.



ABSTRACT

Effect of Bacillus thuringiensis var. kurstaki on Podisus nigrispinus Dallas, 1851
(Heteroptera : Pentatomidae : Asopinae) in laboratory

Methodologies to evaluate potential risks of microbial biological control agents refers

only to mortality in a determined period of time. The objective of the present study was to

evaluate the effect of B. thuringiensis var. kurstaki on the predator P. nigrispinus through

comparative analyses of fertility life tables. The experiment was conducted in the Entomology

Laboratory at CNPMA/EMBRAPA, in Jaguariúna., State of São Paulo, at 25 ± 2 °C, 70 ± 10%

RH and photophase of 12 h. There were two treatments; in the first, predators were fed healthy

larvae of Bombyx mori whereas in the second, predators were fed larvae infected with the

pathogen. The biological parameters Ro, rm , X, T and Td were evaluated in two consecutive

generations, and the values were corrected through an estimationprogram "Jackknife". Ro for the

first generationwas 243.9 females/female in the course ofone generation for the control treatment

(ti), and 94.6 for the treatment with infected larvae (t2). Ro for the second generation was 223.9

for (ti) and 53.3 for (t2). The infinitesimal rate ofpopulation increase (rm) in the first and second

generations were 0.17 (ti); 0.12 (t2) and 0.14 (ti) and 0.10 (t2), respectively. The finite rates of

population increase (X) in the first generation were 1.19 (ti) and 1.12 (t2) females/females/day; in

the second generation, these were 1.15 (ti) and 1.10 (t2) females/females/day, respectively. The

values of the mean interval (T) between generations were 32.3 days (ti) and 39.4 days (t2) in the

first generation, respectively. For the second generation, (T) values were 39.2 days for ti and 39.3

days for t2. Daily and total oviposition rates were higher for the control treatment (ti) in both

generations. In the first generation, the mean duration ofthe immature phase of P.nigrispinus was

18.4 ± 1.0 days for ti and 20.3 ± 2.0 days for t2. Egg hatching in the two treatments was 100%;
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immature survivorship was 80% for ti and 56% for t2. In the second generation, the mean

duration ofthe immature phase was 19.7 ±1.7 for ti and 21.2 ± 1.0 for t2. Egg hatching rates

were 100% for ti and 64% for t2; immature survivorship was 64% for ti and 42% for t2.

P.nigrispinus did not show any difference between preferences to feed on healthy larvae or larvae

infected with B.thuringiensis var. kurstaki. Spores of B.thuringiensis were not detected in the

haemolymph of the predator which suggests that this bacterium does not multiply in this insect.

Viable spores were detected in the feeces of P.nigrispinus, leading to the conclusion that these

pass intact through the digestive tract and disseminate in the environment. The results suggest that

the observed adverse effects were caused by the inert compounds present in the formulation ofthe

commercial B.thuringiensis var. kurstaki product.



1INTRODUÇÃO

Os inseticidas microbianos tem despertado um crescente interesse como método alternativo

de controle de pragas nos últimos anos. Apesar do modo de ação dos produtos biológicos ser

diferente dos inseticidas químicos, não existe uma portaria pararegistro destes produtos, que seja

específica e contemple as característicasbiológicas, a nível nacional.

Segundo Nardo et ai (1995b) o sistema de avaliação utilizado para os produtos químicos

não é adequado paraa avaliação dos produtos biológicos. Os produtos biológicos registrados até

o momento seguem o decreto-lei 98.816 de 11 de janeiro de 1990, sobre registro e avaliação de

agrotóxicos. Em alguns países, o processo de avaliação de produtos biológicos para registro está

estabelecido em regulamentações e protocolos específicos. Este é o caso dos Estados Unidos, que

por mais de duas décadas vem registrando estes produtos. Alguns países da Europa também

dispõem destas regulamentações há alguns anos. Atualmente, a Organização para a Cooperação

Econômica e de Desenvolvimento (OECD) tem concentrado esforços no sentido de preparar uma

harmonização internacional de todos os requisitos exigidos pararegistro de biopesticidas, com fins

de reduzir barreiras comerciais entre paísese evitar duplicidade de testes.

A avaliação de risco sugerida nos protocolos de avaliação tóxico-patológica sobre

organismos não visados segue metodologia de esquema de fases ou multiníveis utilizadas pela

Agência de Proteção Ambiental (EPA) dos Estados Unidos da América desde 1983. Metodologia

similar se encontra em discussão também na Comunidade Econômica Européia (CEE), com

grande tendência a ser adotado pêlos países membros. Neste sistema de testes em fases, os

organismos não visados são submetidos inicialmente a uma dose alta do agente microbiano de

controle (testes da fase I). No caso dos testes iniciais não indicarem danos significativos, então

nenhum outro teste é geralmente necessário. Entretanto, se resultados significativos forem
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encontrados na fase I, então os testes da fase II serão exigidos e assim sucessivamente. Na

avaliação tóxico-patológica, os testes da fase II se destinam especificamente a avaliar o

comportamento do agente de controle no ambiente, enquanto que os da fase III e IV avaliam os

efeitos do agente de controle nos organismos não visados sob condições mais próximas às

realmente esperadasno campo (Nardo et ai. 1995a; Nardo et ai. 1995b). Estes testes são aceitos

dada a característica de alta segurança de muitos dos organismos microbianos propostos para uso

como agente de controle de pragas, sendo que este sistema simplifica muito o processo de

avaliação, reduzindo custos e tempo de avaliação.

Os estudos de avaliação de risco no Brasil tomam-se necessários para obtenção de

informações com critérios cientificamente comprovados a fim de subsidiar a elaboração de uma

portaria específicapor partedos órgãos federais registrantes, e para que se possamaximizaro uso

de agentes microbianos de controle de pragas com qualidade e segurança no país. Atualmente,

encontra-se em fase de aprovação uma portaria específica elaborada pela EMBRAPA/CNPMA e

IBAMA com a colaboração da comunidade científica, que está sendo submetida aos órgãos

federais competentes (Ministério da Agricultura e Abastecimento, Ministério da saúde e IBAMA)

para registro dos produtos biológicos que se encontram disponíveis no mercado nacional.

Normalmente, os testes de avaliação de risco sugeridos pelos protocolos visam avaliar na

maioria dos casos a mortalidade em insetos não alvo em uma geração (PESTICIDE... 1989).

Porém esta metodologia pode não detectar efeitos a níveis de redução populacional dos

organismos não visados, o que poderia acarretar problemas ecológicos a longo prazo nos

ecossistemas em que o agente microbiano de controle é utilizado.

O presente trabalho avalia uma metodologia mais detalhada através de estudos

comparativos de tabelas de vida, que tem como finalidade estabelecer o potencial de risco

ecológico de agentes microbianos de controle sobre populações de insetos não alvo em gerações

consecutivas. Estudos desta natureza podem indicar efeitos não encontrados nas metodologias

convencionalmente aceitas em outros países.

Dentre os produtos biológicos utilizados no mercado a nível mundial, as formulações

comerciais à base de Bacillus thuringiensis Berliner têm sido largamente empregadas no controle

de várias pragas. No Brasil, milhares de hectares de florestas implantadas são anualmente



3

pulverizados para controle de surtos de lepidópteros desfolhadores. Embora existam

recomendações para uso de B. thuringiensis para controle de pragas nestas áreas, há grande

carência de informações sobre a interação deste produto com a fauna benéfica de parasitóides e

predadores que normalmente povoam estes ecossistemas.

Ressalta-se que em cada cultura na qual o produto é proposto a ser utilizado, existe

normalmente um complexo de inimigos naturais que se comporta de formas distintas, sendo

importante o estabelecimento de critérios para a seleção destes organismos. Estes critérios

poderão definir os organismos que apresentam potencial para atuar como fator de equüíbrio no

complexo de inimigos naturais de uma determinada praga.

Os critérios utilizados neste trabalho para a seleção do predador P. nigrispinus no ecossistema

florestal foram:

=> exposição aos produtos comerciais à base de B. thuringiensis com freqüência relativamente

alta;

=> freqüência com que é encontrado predando lepidópteros em várias culturas de importância

comercial;

=> ser facilmente mantido em grandes números em laboratório e criados com os métodos

conhecidos;

=> apresentar bom potencial biótico;

=> espécienativa com potencialpara criações massais;

=> e por ser uma espécie amplamente distribuída.

Os objetivos deste estudo foram portanto, avaliar o efeitode B. thuringiensis var.

kurstaki emP. nigrispinus emcondições de laboratório, através da análise comparativa de tabelas

de vida, e validar metodologias de avaliação de risco como subsídio aosórgãos federais

registrantes de produtos biológicos.



2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Dados biológicos e importância do predadorPodisus nigrispinus (Heteroptera:

Pentatomidae: Asopinae)

As espécies entomófagas da família Pentatomidae pertencem a sub-fàmília Asopinae e

neste grupo o percevejo Podisus nigrispinus Dallas tem sido a espécie mais estudada. Estes

percevejos são freqüentemente encontrados associados a surtos de lepidópteros desfolhadores de

eucalipto e mencionados como agentes potenciais de controle biológico de pragas (Barcelos et

ar/., 1993; Assis Júnior, 1995; Lopes et ai. 1996;;). O predador Podisus connexivus Bergroth é

sinônimo júnior de P. nigrispinus conforme redescrito por Thomas (1992) referido por Carvalho

et ai. (1995).

Zanuncio et ai. (1989) e Zanuncio et ai. (1993) mencionam a ocorrência de diversos

predadores em surtos de lagartas desfolhadoras de eucalipto, destacando-se P. nigrispinus ( = P.

connexivus) e Podisus nigrolimbatus Spínola.

Gonçalves (1990), comparou a ação predatória de P. nigrispinus ( = P. connexivus) e

P. nigrolimbatus e os caracterizou como espécies de alto potencial biótico. Nascimento et ai.

(1991b) estudaram a biologia de P. connexivus sobre lagartas de Bombyx mori (L.) (Lepidoptera:

Bombycidae), obtendo as seguintes médias: período de pré-oviposição, 7,0 dias; ovos por fêmea,

213; postura por fêmea, 6,0; ovos por postura, 31; viabilidade dos ovos, 76%; período

embrionário, 5,8 dias; período ninfal, 25 e 24 dias para indivíduos que deram origem a machos e

fêmeas respectivamente. Alves et ai. (1991) observaram o desenvolvimento ninfal de P.

connexivus alimentado com larvas de Musca domestica (Diptera: Muscidae) e de B. mori e
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observaram que a duração média da fase jovem foi de 24,2 + 2 e 22,3 + 0,5 dias a porcentagem

média de sobrevivência foi de 82,0 ± 5,1 e 84,3 ± 4,3, respectivamente.

Leite (1994) conduziu estudos para avaliar as características biológicas de P.

nigrispinus ( = P. connexivus) alimentado com larvas de M. domestica, desenvolvendo três

metodologias de criação. Leite et ai. (1991a) estudaram o desenvolvimento ninfal de P.

nigrispinus ( = P. connexivus) em três hospedeiros, Tenebrio molitor, M. domestica e B. mori.

Relataram que os hospedeiros mais adequados para o desenvolvimento ninfal foram M. domestica

e B. mori. Lopes et ai. (1996a), compararam o desenvolvimento de P. nigrispinus com larvas de

Zophobas confusa (Coleoptera: Tenebrionidae), T. molitor e M domestica. Estudos para

conhecer a capacidade predatória de ninfàs e adultos de P. nigrispinus foram realizados por Lopes

et ai. (1996b), com larvas de T. molitor que constataram que o maior número de presas mortas

ocorreu nas maiores densidades populacionaisdestas.

Torres, Zanuncio e Oliveira (1996) estudaram o efeito de múltiplos acasalamentos na

longevidade e oviposição de P. nigrispinus e concluíram que fêmeas com uma, duas ou nenhuma

cópula apresentaram maior longevidade que as acasaladas por períodos maiores sendo que estas

últimas produziram maior número de ovos. Fêmeas que foram deixadas em contato contínuo com

machos continuaram férteis, mas tiveram menor longevidade, sem contudo aumentar sua

capacidade reprodutiva. Leite et ai. (1991b) verificaram em condições de laboratório se havia

diferenças nos aspectos reprodutivos de fêmeas de P. nigrispinus ( = P. connexivus) criadas em

laboratório e que conservam características morfológicas semelhantes às provenientes do campo

(cor e tamanho) e fêmeas que apresentavam características diferentes daquelas provindas do

campo. Os autoresnão detectaram nenhumadiferença significativa.

Saavedra et ai. (1992) compararam a fecundidade e fertilidade de fêmeas de P.

connexivus alimentadas com dieta artificial e larvas de M. domestica. Zanuncio et ai. (1993)

estudaram a influência da densidade populacional de P. nigrispinus na sobrevivência, duração do

período ninfal e peso dos adultos. Em experimentos realizados porBatalha et ai. (1993), verificou-

se que P. nigrolimbatus apresentou maior viabilidade ninfal, período ninfal mais curto e adultos

mais pesados quando a presa foi B. morido que quando a presa foi M. domestica.



2.2 Características gerais de Bacillus thuringiensis, utilização e importância comercial

O grupo de bactérias entomopatogênicas mais estudado pertence à família Bacillaceae.

As espécies do gênero Bacillus caracterizam-se por células vegetativas em forma de bastonetes

Gram-positivas aeróbias ou anaeróbias facultativas, capazes de formar esporos. A espécie B.

thuringiensis é conhecida como causadora de doenças em insetos desde 1901, quando foi isolada

por Ishiwata no Japão. Em 1911, esta bactéria foi descrita como Bacillus thuringiensis por

Berliner(Fast, 1981; Habib e Andrade, 1991;Cannon, 1993 Benintende e Marquez, 1996).

De um total de aproximadamente 100 espécies de bacilos entomopatogênicos, apenas

Bacillus thuringiensis, Bacilluspopilae, Bacillus lentimorbus e Bacillus sphaericus são utilizadas

para preparação de inseticidas bacterianos. B. thuringiensis é uma bactéria que tem sido objeto de

muitos estudos científicos e investimentos comerciais. Sua ação inseticida tem se mostrado eficaz,

especialmente pela especificidade a insetos-praga e compatibilidade com a conservação ambiental

(Burges, 1981; Ferro e Gelernter, 1989; Kurstaki, 1982; Abbot, 1991a; Meadows, 1993 e Arcas,

1995).

Habib e Andrade (1986), citaram que as descobertas de diferentes variedades desta

bactéria cristalífera, com seus variáveis níveis de patogenicidade indicam possíveis ocorrências de

evolução e adaptação desses patógenos dentro de uma razoávelgamade hospedeirosnaturais.

Deacon (1983) mencionou que os cristais de B. thuringiensis são estáveis em pH de 3,0 a

5,0. Quando ingeridos por insetos que não possuem as condições ideais no trato digestivo, os

cristais são eliminados pelas fezes totalmente inalterados ou são inativados pelas condições ácidas

do mesêntero dos insetos não suscetíveis. Poroutro lado, nos insetos que possuem pH alcalino no

mesêntero, os cristais se rompem causando septicemia.

O B. thuringiensis atua nos insetos suscetíveis de acordo com a presença apropriada de

receptores no mesêntero, onde a atividade proteolítica e o pH são necessários para dissolver os

cristais tóxicos, delta- endotoxina, que são os principais componentes inseticidas das formulações

atuais desta bactéria. O modo de ação é inicialmente uma interação das toxinas com a membrana

plasmática das células epiteliais. A dissolução (hidrólise) do cristal, em meio alcalino (pH superior

a 9), produz moléculas menores, de tamanho variável, que são peptídeos resistentes a proteases.
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Isso explica porque os insetos de pH intestinal alcalino são susceptíveis ao B. thuringiensis (Habib

e Andrade, 1991; Gill, Cowles e Pietratonio 1992 ; Addison, 1993). Em um período de

aproximadamente 12 horas, cada esporo pode produzir até 69 bilhões de células vegetativas,

quando ingeridos pelos insetos ou expostas às condições favoráveis. Durante o processo de

esporulação e formação dos cristais ou corpos paraesporais, as células vegetativas e os esporos

excretam lecitinases, quitinases e proteases que são enzimas que possibilitam a proliferação da

bactéria no hospedeiro (Abbott, 1991a; Drobniewski, 1994;Benintende e Marquez, 1996).

Atualmente, a maior parte do mercado de bioinseticidas corresponde ao uso de produtos

que utilizam B. thuringiensis como princípio ativo. Mundialmente os agentes de controle

microbianos, em particular o B. thuringiensis, tem se difundido, em substituição aos produtos

químicosconvencionais para supressão de coleopteros, dipteros e lepidópteros. O B. thuringiensis

apresenta-se como um produto biológico cujo consumo tem aumentado drasticamente nos últimos

anos. É considerado emvários países do mundo como o microrganismo entomopatogênico com a

mais expressiva produção comercial e utilização no controle de pragas, principalmente as da

ordem Lepidoptera (Norris 1970; Falcon, 1971; Deacon, 1983; Habib e Andrade, 1986; Arantes,

1989; Abbott, 1991b; Mummigatti e Raghnnathan, 1990 e Daoust, 1994).

Os produtos comerciais à base de B. thuringiensis expandiram-se no mercado mundial

nas últimas décadas movimentando cerca de 200 milhões de dólares anuais , sendo a América do

Norte o maior consumidor, e a América do Sul e América Central, o quarto mercado consumidor.

São também muito utilizados na China, Rússia, França, Itália, Inglaterra, Alemanha, África,

Canadá, Região do Pacífico e Extremo Oriente. Nestes países, são registrados para o controle de

lagartas de importantes culturas: olerícolas, pastagens, mandioca, fumo, algodão, citros, videira,

maçã, feijão, soja, plantas ornamentais e espécies florestais, perfazendo um total de cerca de 150

espécies de insetos alvos em mais de 50 culturas (Falcon, 1971; Cantwel e Cantelo, 1984;

Castineiras e Calderon, 1985; Moraes e Capalbo, 1988; Salama et ai, 1990; Abbott, 1991; Salama

et ai. 1991a; Lambert e Peferoen, 1992; Davidson et ai, 1992; Amsheev, 1993; Cannon, 1993 e

Jackson, 1996).
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Estima-se que mais de 150.000 ha de culturas são anualmente tratados com B.

thuringiensis no Brasil. Ultimamente vem sendo empregado com sucesso no país para controle de

lagartas desfolhadoras de florestas, soja e tomateiro (Gravena et ai, 1980; Capalbo, 1991).

2.3 Efeito de Bacillus thuringiensis em predadores

As preparações comerciais à base de B. thuringiensis são compostas por esporos, cristais

e inertes que podem ser antioxidantes e outros estabilizadores, agentes de proteção a radiação

ultravioleta, agentes de suspensão, carreadores, materiais encapsuladores, agentes umectantes,

agentes adesivos, agentes espalhantes ou compostos antifioculantes. A composição exata destes

inertes é considerada informação de propriedade do fabricante e não é indicada nos rótulos dos

produtos. Poucos estudos dos efeitos desses aditivos em organismos não alvo tem sido publicado

na literatura, e a preocupação a respeito do seu potencial de toxicidade tem sido manifestada

Forsberg, (1976 e Orton, 1987), citado por (Addison, 1993).

É importante a caracterização de diferentes formulações comerciais e raças de B.

thuringiensis por três razões: (1) cada formulação possui diferentes formas de causar efeitos

adversos em organismos não alvo; (2) as variedades de B. thuringiensis são formuladas com

diferentes concentrações de inertes e ingredientes ativos; (3) as variedades desta bactéria podem

conter diferentes taxas de produção de P-exotoxina e ô-endotoxina. Muitas das formulações foram

baseadas no serovar 1 {B. Thuringiensis var. thuringiensis), que produz p-exotoxina que pode ser

letal para várias ordens de insetos, apresentando portanto pouca seletividade aos organismos não

visados (Faust e Bulla, 1982 ; Flexner, Lighthart e Crofit, 1986;).

Haverty (1982) realizou estudos de laboratório paraavaliar o efeito de um óleo carreador

que compõe o Dipel® 4L (B. thuringiensis var. kurstakí) sobre todos os estágios de Hippodamia

convergem Guérin-Méneville (Coleoptera: Coccinellidae) e Chrysopa carnea Stephens

(Neuroptera: Chrysopidae), através de pulverizações dos predadores com água + óleo carreador.

O autor verificou mortalidade estatisticamente significativa na fase adulta de H. convergens e C.

carnea, devido a ação do óleo.

Wallner e Surgeoner (1974) citados por Melin e Cozzi (1990) estudaram os efeitos

adversos de B. thuringiensis var. thuringiensis e B. thuringiensis var. kurstafd ao predador
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Podisus maculiventris (Say) (Heteroptera: Pentatomidae), através de pulverizações de diferentes

concentrações destes formulados em áreas florestais para controle do lepidoptero Heterocampa

manteo. Não foi verificado pelos autores efeito adverso dos produtos sobre o predador após se

alimentarde lagartas infectadas.

Giroux et ai (1994) realizaram estudos de laboratório para avaliar o efeito de B.

thuringiensis var. san diego em adultos de Coleomegilla maculata lengi Timberlake (Coleoptera:

Coccinelidae) utilizando como alimento ovos do besouro da batata do colorado Leptinotarsa

decemlineata (Say) e pólen. Foram avaliadas diluições representando 0,01; 1 e 10 vezes a dose

recomendada para campo. Foi verificado que a eficácia de predação de C. maculata não foi

afetada na menor dosagem. Entretanto a capacidade predatória foi significativamente reduzida nas

outras duas doses.

Ali Abdul-Sattar e Watson (1982) conduziram estudos em casa de vegetação e campo

utilizando B. thuringiensis para controle da Heliothis virescens (Fabricius) à dose recomendada

para campo. Os autores não verificaram efeito adverso em Geocoris punctipes (Say), no quarto e

quinto instares e na fase adulta.

Ao pesquisarem o efeito de B. thuringiensis var. kurstaki sobre o predador Xylocoris

flavipes, Salama et ai (1991) verificaram que a taxa de consumo de lagartas infectadas de Plodia

interpunctella diminuiu com o aumento da concentração do patógeno na dieta. Isto

conseqüentemente resultou no declínio da oviposição e taxa de eclosão deste predador.

Chapman e Hoy (1991) conduziram experimentos de laboratório para comparar os

efeitos de B. thuringiensis var. tenebrionis e B. thuringiensis var. kurstaki sobre os ácaros

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) e Metaseiulus occidentalis (Nesbitt) (Acari:

Phytoseiidae). Concluíram que os dois produtos reduziram a sobrevivência de fêmeas de Aí.

occidentalis em 48 horas, mas não interferiram na sobrevivência de fêmeas de T. urticae. Quanto à

eclosão das larvas, as duas espécies não foram afetadas pelos produtos avaliados. Segundo os

autores, o efeito observado pode estar ligado à ação da bactéria, ou dos inertes.

Estudos de laboratório foram realizados por Dunbar e Johnson (1975) para avaliar o

efeito de B. thuringiensis na sobrevivência e longevidade de Jalysus spinosus (Say), importante

predador de ovos de lepidópteros, principalmente de Heliothis virescens (Fabricius). O predador
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foi exposto a folhas de tabaco tratadas com B. thuringiensis por um período de 20 dias. Os

autores não verificaram diferença estatisticamente significativa de mortalidade entre o grupo

tratado e o controle.

Em culturas de algodão, Harding et ai. (1972) citados por Melin e Cozzi (1990)

conduziram 2 anos de estudos para avaliar o efeito de algumas variedades de B. thuringiensis aos

inimigos naturais de Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae). Os autores não

verificaramefeitos adversos significativos aos inimigos naturais desta praga, dentre os quais Orius

spp., (Hemiptera: Anthocoridae), Geocoris spp., (Heteroptera: Lygaeidae) e os percevejos da

família Nabidae e Reduviidae.

2.4 Efeito de Bacillus thuringiensisem parasitoides

É improvável que esporos, cristais (ô-endotoxina) ou exotoxinas dos produtos

formulados possam causar efeito quando aplicados diretamente sobre o tegumento de insetos que

não tenha sofrido injúria. A maioria dos bioensaios realizados até o momento com B. thuringiensis

em insetos não alvo testa o efeito patológico agudo através da ingestão dos esporos e produtos

formulados. O efeito de doses letais e sub-letais na presa pode alterar a qualidade da fonte de

alimento sem contudo exercer um efeito direto da bactéria sobre o parasitóide. Algumas larvas de

parasitoides se alimentam de órgãos específicos como o corpo gorduroso (fat body) dos

lepidópteros que armazena grandes quantidades de nutrientes (Flexner, Lighthart e Crofit, 1986 e

Parra, 1991;). Segundo Melin e Cozzi (1990) as condições de condução dos experimentos podem

provocar um declínio nutricional prejudicial ou mesmo fatal para o desenvolvimento dos

parasitoides, pelo estado de desnutrição do hospedeiro, após ser contaminado com agentes

microbiano de controle.

Hamed (1979) citado por Flexner, Lighthart e Crofit (1986), estudou a suscetibilidade de

alguns parasitoides de Yponomeuta evonymellus a B. thuringiensis. Os parasitoides utilizados nos

testes foram dois Ichneumonidae, Diadegma armillata e Pimpla turionellae, um Encyrtidae

Ageniaspis fusicollis e um Eulophidae Tetrastichus evonymellae. Foi verificado que as larvas dos

parasitoides foram susceptíveis a B. thuringiensis após ingerirem esporos viáveis. Um grande
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número de células vegetativas foi verificado na hemolinfae trato digestivo dos parasitoides adultos

mortos após a ingestão da bactéria.

Marques (1993) realizou estudos em laboratório e casa-de-vegetação utilizando o

hospedeiro Tuta (= Scrobipalpuloides) absoluta (Meyrick), para avaliar a influência de B.

thuringiensis var. kurstaki no comportamento do parasitóide Trichogramma pretiosum Riley. O

autor observou que a presença da bactéria nas folhas de tomate não diminuiu a capacidade de T

pretiosum de parasitar ovos de T. absoluta, mas afetou a emergência desse parasitóide, quando a

bactéria foi aplicada sobre os ovos já parasitados.

Salama et ai. (1991) pesquisaram a interação de B. thuringiensis var. kurstaki com P.

interpunctella e o parasitóide Bracon brevicornis. Verificaram que o parasitóide apresentou

redução significativa do número de ovos postos por indivíduo e longevidade dos adultos.

McDonald, Kok e Yousten (1990) estudaram o comportamento do parasitóide Cotesia

rubecula Marshall (Hymenoptera: Braconidae) em lagartas de quarto instar de Pieris rapae (L.)

(Lepidoptera.: Pieridae) infectadas por B. thuringiensis var. kurstaki. Verificaram que nas

dosagens de 8,5 e 85 Unidades Internacionais/ml houve emergência normal do parasitóide, (69 e

76%), enquanto que na dosagem de 850 Ul/ml a emergência foi apenas 25%. A dosagem de 850

UI corresponde somente um décimo da dosagem recomendada para campo

Experimentos de campo conduzidos por Niwa, Stelzer e Beckwith (1987) para avaliar o

efeito de duas formulações de B. thuringiensis var. kurstaki e duas dosagens de campo (20 e 30

bilhões de UI) sobre os parasitoides de Choristoneura occidentalis Freeman indicaram que

Apantelesfumiferanae Viereck, Glyptafumiferanae (Viereck) e Phytodietus fumiferanae Rohwer

foram os inimigos naturais mais afetados pelo produto. Os dois primeiros parasitoides não foram

capazes de completar o seu ciclo de desenvolvimento no hospedeiro sob condições de campo. Não

foi determinada a causa da mortalidade dos parasitoides, que segundo os autores pode ter sido

tanto porinfecção microbiana, insuficiência nutricional ou morte prematura dos hospedeiros.

Thomas e Watson (1986) avaliaram o efeito de B. thuringiensis var. kurstaki na

sobrevivência de imaturos e adultos de Hiposoter exiguae (Hymenoptera: Ichneumonidae) usando

Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) como hospedeiro. Verificaram que o

desenvolvimento do parasitóide em hospedeiros tratados foi significativamente alterado,
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apresentado uma pequena taxa de emergência de adultos comparado ao hospedeiro não tratado.

Verificaram tambémque a sobrevivência de imaturos e adultos de H. exiguae quando em contato

com suspensões contendo esporos viáveis de B. thuringiensis foi reduzida.

Ticehurst, Fusco e Blumenthal (1982) avaliaram o efeito de B. thuringiensis var. kurstaki

no parasitismo deApanteles melanoscelus (Ratzeburg) (Hymenoptera: Braconidae), Phobocampe

unicincta (Gravenhorst) (Hymenoptera: Ichneumonidae) e sobre três espécies de Diptera da

família Tachinidae: Compsilura concinnata (Meigen), Blepharipa pratensis (Robineau-Desvoidy)

e Parasetigena silvestris (Robineau-Desvoidy). Os experimentos foram conduzidos em condições

de campo por um período de dois anos, utilizando metade da dose normalmente recomendada

para controle da Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae). Os autores verificaram que o

parasitismo por A. melanoscelus aumentou significativamente em comparação aos talhões não

tratados, enquanto que P. unicincta não apresentou parasitismo significativo. Os taquinídeos C.

concinata e B. pratensis apresentaram parasitismo significativamente reduzido nos talhões

tratados, enquanto que o parasitismo por P. silvestris não foi significativamente alterado.

2.5 Importânciada tabela de vida

As tabelas de vida ou tabelas etárias são de grande valia para compreensão da dinâmica

populacional de uma espécie. Estas tabelas servem para condensar os dados essenciais de uma

população. Atualmente estão bastante difundidas, sendo empregadas com sucesso em estudos de

dinâmica populacional de insetos e de manejo de pragas (Silveira Neto et ai., 1976). A tabela de

vida permite uma visão integrada das características biológicas de uma população, sob condições

ambientais determinadas (Coppel e Mertins, 1977).

Para Rabinovic (1978), as tabelas de vida se baseiam no estudo de um grupo de

organismos de mesma idade cronológica através do acompanhamento ao longo do tempo do

destino dos organismos que nasceram na mesma época. As tabelas de vida simples ou biológicas

são feitas paracondições de laboratório, podendo ser de fertilidade ou de esperançade vida.
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Segundo Silveira Neto et ai (1976) cada indivíduo na tabela de vida de fertilidade

apresenta sua própria velocidade de desenvolvimento, longevidade e fecundidade, sendo tais

fatores comumente expressos em termos médios da população.

Ao combinar as funções de sobrevivência e fecundidade específica por idade, pode-se

calcular parâmetros populacionais que são de grande utilidade para caracterizar uma população de

insetos. A estrutura de uma tabela de vida de fertilidade inclui colunas identificadas como x, lx e

mx. Os valores da coluna "x" representam o intervalo de idade (estágio etário) no qual foi tomada

a amostra, e seu valor é o ponto médio do mesmo intervalo. A coluna "lx" é o percentual de

fêmeas sobreviventes por intervalo de idade, isto é, a probabilidade do inseto nascido estar vivo na

idade "x". Essa taxa é dada por lx = Nx/No, em que t{Nx" é o número de indivíduos (fêmeas)

vivos no inicio das observações e <cNo" o número de indivíduos (fêmeas) sobreviventes na idade

"x". A coluna "mx" representa o número de fêmeas nascidas por fêmea em cada intervalo de idade

(Silveira Neto et ai, 1976 e Rabinovich, 1978).

O crescimento populacionaldepende do número de fêmeas sobreviventes, e sua produção

individual em cada intervalo de tempo é dada pelo produto (Ixmx). A taxa líquida de reprodução

(Ro) é a soma dos produtos das colunas lx e mx relativos a cada intervalo de tempo e é definido

como o número de descendentes fêmeas que darão origem a fêmeas no curso de uma geração, ou

sejaé o número de vezes que uma espécie consegue aumentar de uma geração para outra, e pode

ser calculada pela fórmula: Ro = £ lxmx, (Rabinovich, 1978; Southwood, 1978).

A tabela de vida pode ser usada para determinar se uma população está crescendo,

diminuindo ou permanecendo estável (Horn, 1988). Uma população é considerada estável quando

o valor de Ro é igual a 1. Valores de Ro maiores que 1 indicam crescimento populacional,

enquanto valores menores que 1 indicam decréscimo populacional (Rabinovich, 1978).

Van Den Bosch et ai. (1982) citaram que a taxa de natalidade e mortalidade em uma

população de insetos é determinada por várias condições, entre elas a qualidade do alimento,

temperatura, umidade e fotoperíodo. Estes são os fatores principais que normalmente governamas

característicasbiológicas de uma população sob condições controladas ou não.

O parâmetro rm é designado como a razão infinitesimal de aumento populacional, definida

como a capacidade inata de aumento numa população crescendo em condições ótimas, ou seja, a
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expressão do potencial biótico de uma população (Price, 1984). Birch (1948) refere se ao

parâmetro rm como a diferença entre a razão de nascimento e a de mortalidade em uma população.

Se a natalidade é maior que a mortalidade, rm é positivo, havendo crescimento populacional,

entretanto se a mortalidade for maior que a natalidade, então rm assume valores negativos e a

população tende a desaparecer. Quando rm é igual a zero a população permanece estável sem

aumento populacional. Para Rabinovich (1978), rm é um parâmetro geneticamente determinado,

que reflete na capacidade potencial de multiplicação populacional, podendo ser calculado pela

expressão rm= lnRo/T (Silveira Neto et ai, 1976).

O tempo de geração, normalmente designado por (T) representa o tempo médio entre

duas gerações sucessivas de uma determinada população. Sendo considerado como o intervalo

compreendido entrea posturade um ovo por uma fêmea e a postura de outra fêmea procedente da

primeira (Rabinovich, 1978). O parâmetro (Td) representa o tempo em que as fêmeas da

população inicial levaramparaduplicação.

Para estimar a variância das estimativas dos parâmetros associado às tabelas de vida de

fertilidade, Meyer et ai (1986) propuseram o uso de técnicas computacionais conhecidas como

"Jackknife", que tem sido comumente usadas por muitos ecologistas. Esta técnica foi

recentemente proposta para calcular a variância dos valores de rm , Ro, T e X entre diferentes

espécies de insetos ou biótipos. Hulting (1990) mencionou que este programa permite também

calcular intervalos de confiança ou erro padrão.

Rabinovich (1978) citou que a razão finita de aumento populacional (X) representa o

número de fêmeas que se agrega a população por fêmea, diferindo-se de rm por serumataxa finita

de aumento populacional e não instantânea. Este parâmetro pode ser calculado pela expressão

matemática X - em.

Quando X for igual a 1, a população se mantém, estável, e neste caso rm é igual a zero. O

parâmetro X assume valores menores que a unidade, quando rm é negativo, logo, a taxa de

mortalidade é maiorque a de natalidade e a população tende a desaparecer. Se X for igual a zero,

rm torna-se negativo e neste caso, nenhuminseto de idade reprodutiva é adicionado à população,

havendo 100% de mortalidade nos estágios imaturos (Silveira Neto et ai. 1976).



3 MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Entomologia do Centro Nacional

de Pesquisa de Monitoramento e Avaliação de Impacto Ambiental (CNPMA) da Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) em Jaguariúna, Estado de São Paulo, de

setembro de 1995 a agosto de 1996.

3.1 Criação de manutenção de Podisus nigrispinus

A criação de P. nigrispinus foi iniciada com adultos fornecidos pelo Laboratório de

Controle Biológico da Empresa Florestal Champion localizada em Mogi Guaçu Estado de São

Paulo. Os insetos utilizadosnos experimentos foram oriundos da terceirageração de laboratório.

A criação de manutenção foi conduzida a 25 ± 2°C, 70 ± 10% de umidade relativa e

fotofase de 12 horas, conforme metodologia sugerida por Zanuncio et ai. (1992a). Os adultos

foram acondicionados em gaiolas de vidro de 20 cm de largura x 30 cm de altura x 50 de

comprimento cobertos com tule branco, cada recipiente continha uma média de dez casais. O

interior do recipiente foi forrado com papel filtro. A alimentação diária constituiu-se de lagartas de

B. mori preferencialmente de quarto e quinto ínstares, que foram fornecidas a cada vinte e quatro

horas. Foram colocados brotos de goiabeira no centro das unidades de criação para facilitar a

manutenção dos predadores dentro destes recipientes. O fornecimento de água destilada foi

através de chumaços de algodão umedecidos e colocados em placas de Petri, no centro dos

recipientes de criação. As posturas provenientes destes casais foram coletadas diariamente e
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3.2 Criação de Bombyx mori

Os ovos de B. mori foram fornecidos pelo Centro Estadual de Pesquisa Aplicada em

Sericicultura, Gália, Estado de São Paulo. A criação de B. mori foi conduzida em temperatura

ambiente a 25 ± 5 °C e 60 ± 10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas. Após a eclosão, as

lagartas foram mantidas em bandejas de madeira (sampako®) de 93 cm de comprimento x 70 cm

de largura, forradas com papel jornal e alimentadas diariamente com folhas de amoreira (Aíorus

alba L.) coletadas na região. Antes de serem oferecidas às lagartas, as folhas foram desinfectadas

com hipoclorito de sódio (10 %) por um período aproximado de 30 min, para evitar

contaminações trazidas do campo. Em seguida, as folhas foram lavadas três vezes com água

destilada e secadas com papel absorvente. Nos primeiros e segundo instares, as lagartas foram

alimentadas com folhas picadas de amoreira do terço superior dos ramos. Após o terceiro instar os

ramos foram colocados sobre as lagartas, sendo que este processo facilitou o deslocamento das

mesmas de forma a não ficarem em contato direto com os excrementos.

Lagartas de B. mori foram utilizadas como alimento para o predador P. nigrispinus

durante a condução dos experimento, pois segundo Zanuncio et ai (1992b) estas lagartas

apresentam características semelhantes as pragas e fornecem ao predador os nutrientes essenciais

para o desenvolvimento metabólico dos predadores que delas se alimentam.

3.3 Condições de conduçãodo experimento

Para início dos testes foram individualizados 5 casais selecionados de acordo com o

tamanho. Segundo Zanuncio et ai (1992b), fêmeas maiores e mais pesadas podem apresentar

melhor fecundidade em relação as menores. Os casais selecionados foram colocados em potes

plásticos com 15 cm de comprimento x 10 cm de largura x 10 cm de altura cobertos com tampa

telada, sendo um casal por pote. Para a primeira geração, de cada um dos cinco casais foram

coletados 20 ovos para elaboração das tabelas de vida, sendo dez ovos para cada um dos



17

tratamentos utilizados. Os ovos foram mantidos juntos até a eclosão das ninfas, sendo

individualizados a partir do segundo instar. De acordo com Zanuncio et ai (1993) as ninfas de P.

nigrispinus apresentam hábito gregário nos primeiros estágios. Para alimentação das ninfas de

primeiro instar foram fornecidos embebidos em algodão uma solução de mel e água destilada na

proporção de 1:4, (Zanuncio et ai, 1991b). As ninfas passam a se alimentar de presa só a partirdo

segundo instar.

Ao atingir o segundo instar, cada ninfa foi colocada em um copo plástico de 9,5 cm de

diâmetro x 10 cm de alturacom tampa telada, para renovação de ar (Saavedra et ai, 1992). Ninfas

de segundo e terceiro instares recebiam lagartas de terceiro estádio de desenvolvimento, enquanto

ninfas de quarto e quinto instares assim como os adultos, recebiam lagartas de quarto e às vezes

de quinto estádio sadias ou infectadas conforme o tratamento. O fornecimento de água destilada

foi em copo de acrílico de 2,5 cm de altura x 3,0 de diâmetro, contendo um chumaço de algodão

umedecido, colocado no centro da unidade de criação.

Com a emergência dos adultos, foram formados casais que foram observados diariamente

para se determinar a oviposição diária e longevidade. Os ovos provenientes dos casais foram

mantidos em copos descartáveis de 5 cm de diâmetro x 3,5 cm de altura, cobertos com tampa de

acrílico. Ao atingiremo segundo instar, as ninfas foram transferidas para potes plásticos de 15 cm

de comprimento x 10 cm de largura x 10 cm de altura cobertos com tampa telada onde

permaneceram até a emergência dos adultos.

Essa metodologia foi adotada em duas gerações consecutivas. Entretanto as observações

da segundageração foram feitas tomando se 10 ovos de cada um dos cinco casais provenientes de

cada tratamento administrado na primeira geração.

3.4 Característicasdo Agente Microbiano Utilizado

O agente microbiano utilizado nos experimentos foi o produto formulado à base de B.

thuringiensis var. kurstaki, linhagem HD-1, com 17.600 Unidades Internacionais de Potência por

mg (mínimo de 27,5 bilhões de esporos viáveis por grama) - 33,60 g/l. Os inertes corresponderam

a 96,5%p/p. Este produto é comercializado pelo Abbott Laboratórios do Brasil Ltda sob o nome
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de Dipel. Foi realizada uma análise microbiológica do produto, sendo verificado ótima viabilidade.

Para infecção das lagartas nos experimentos foram pesados5 g/ 100 ml (5% p/v) de águadestilada

estéril, esta dose representou 4 vezes a dose recomendada para campo. Dosagens superiores

foram testadas e foi verificado murchamento rápido das folhas inviabilizando as para o consumo

das lagartas. Os discos de amoreira foram colocados dentro do recipiente contendo a diluição,

homogeneizado e retirado em seguida.

3.5 Tratamentos

O experimento constou de dois tratamentos. No tratamento controle (ti), os predadores

foram alimentados com lagartas de B. mori sadias. No segundo tratamento (t2), alimentados com

lagartas infectadas com o formulado B. thuringiensis var. kurstaki mencionado no item 3.4. O

trabalho foi conduzido durante duas gerações consecutivas utilizando-se os mesmos tratamentos.

Para infecção das lagartas, foram utilizados discos de 1,5 cm de diâmetro obtidos de

folhas de amoreira, previamente descontaminados com hipoclorito de sódio (4%) e lavado por

quatro vezes em água estéril, conforme metodologia preconizada por Moscardi et ai. (1996). Os

discos foram imergidos no recipiente contendo a mistura do agente microbiano, por

aproximadamente 30 segundos, sendo em seguida colocados sobre papel filtro por um período

aproximado de 5 minutos para secar. Logo a seguir, foram oferecidos às lagartas. As lagartas

foram fornecidas aos percevejos cercade 60 minutos após pararem de se alimentar.

Testes preliminares foram conduzidos para averiguar o número de discos consumidos

pelas lagartas e em quanto tempo elas paravam de se alimentar, com o objetivo de se estimar o

número aproximado de esporos ingeridos pelas lagartas. Esse ensaio foi realizado a 25 ± 5 °C e 60

± 10% de umidade relativa.

O alimento remanescente foi retirado a cada 24 horas e novas lagartas contaminadas

foram colocadas nas unidades de criação. Foi estipulado este período para evitar que os

predadores se alimentassem de lagartas em alto estado de putrefação, que poderiam já conter

grandes quantidades de outros microrganismos associados.
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Foram também avaliados nas duas gerações os seguintes dados biológicos: duração da

fase imatura; número de ovos por fêmea por geração, sobrevivênciae longevidade dos adultos.

3.6 Confecção de tabelas de vida de fertilidade

A elaboração das tabelas de vida de fertilidade foi feita segundo Southwood (1978).

Utilizaram-se 50 ovos para cada tratamento. A infèrência dos efeitos adversos foi através de

análise comparativa das tabelas de vida.

O delineamento foi o de blocos casualizados e os ovos provenientes de cada um dos

cinco casais constituíam as unidades amostrais. A análise dos resultados das tabelas de vida foram

feitos através do programaS.A.S. usando a estimativa Jackknife da variância.

3.7 Contagem de esporos dos discos foliares

Com a finalidade de estimar o número de esporos ingeridos pelas lagartas procedeu-se a

uma contagem dos esporos dos discos foliares contaminados com B. thuringiensis, uma vez por

semana durante 3 semanas alternadas. Após serem imersos na suspensão de B. thuringiensis em

águadestilada, duas amostrasde discos (5 discos por amostra) foram tomadas ao acaso e cadaum

dos discos foi colocado em tubo de ensaio contendo 4,5 ml de água destiladaestéril. O material foi

agitado por 30 segundos e em seguida realizadas diluições até IO6 para permitir a contagem dos

esporos. Dos seis tubos contendo as diluições foi retirado 1,0 ml da suspensão que foi novamente

agitada e plaqueada pelo método "pour-plate" em meio ágar nutriente, para contagem de colônias

típicas de B. thuringiensis, conforme metodologia sugerida por Thompson (1984). As placas

foram incubadas em estufe a 30 °C, contando-se as colônias após 24 h, com auxílio de um

contador de colônias.

3.8 Plaqueamento do tubo digestivo de Bombyxmori



20

Foram realizados plaqueamentos dos tubos digestivos de lagartas de B. mori para

verificar a multiplicação de células vegetativas e outras bactérias contaminantes bem como o

processo de esporulação da bactéria. Foram plaqueados os tubos digestivos de duas lagartas de

quarto instar por tratamento, tomadas cerca de 1, 3, 5, 8 e 24 horas, após pararem de se de

alimentar dos discos contaminadoscom 5. thuringiensis, conforme indicado no item 3.5.

As lagartas foram lavadas com solução de hipoclorito de sódio a 10% por 3 min para

desinfecção externa. Em seguida, foram lavadas com água destilada estéril por cerca de três min.

Foi feita uma incisão na região ventral na parte anterior do corpo, próximo a cápsula cefalica

utilizando bisturi. O tubo digestivo foi retirado e colocado em tubo de ensaio contendo 4,5 ml de

água destilada estéril, foi macerado e agitado por trinta segundos sendo plaqueado em seguida

sem choque térmico, para contagem total de colônias típicas de B. thuringiensis e verificar o

crescimento de outros microrganismos. Parte desta suspensão contida nos tubos foi submetida a

choque térmico (10 min a 80 °C e 5 min. a 0 °C) para ativação de esporos e pasteurização das

células vegetativas e eliminação de outros contaminantes, permitindo assim a contagem de

esporos. O plaqueamento foi realizado em seguida. A contagem das colônias foi 24 h depois do

plaqueamento.

3.9 Plaqueamento do tubo digestivo, hemolinfe e fezes de Podisus nigrispinus

Umaanálise microbiológica do tubo digestivo de P. nigripinus foi realizada para verificar

o número de esporos de B. thuringiensis. Trinta insetos adultos foram alimentados com lagartas

infectadas com B. thuringiensis por aproximadamente 4 semanas. Foram então esterilizados ainda

vivos com hipoclorito de sódio a 10% e em seguida lavados com água destilada estéril. Logo

após, foram dissecados cuidadosamente para extração do tubo digestivo. Com tesoura de

microcirurgia e bisturi cortaram-se pernas, asas e parte do escutelo. Com uma pequena incisão na

região dorsal do abdome retirou-se cuidadosamente o tubo digestivo que foi macerado,

homogeneizado por 30 segundos e suspenso emágua destilada estéril. Com diluições até IO"5, (0,5

ml do macerado foi diluído na proporção de 1:10 a 105), de forma a permitir a contagem dos
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esporos por plaqueamento. Parte da suspensão foi submetida a choque térmico conforme descrito

no item 3.7.

Uma amostra da hemolinfe de 30 predadoresde estágio adulto foi retirada paraverificar a

presença de B. thuringiensis. Para isto, os insetos foram fixados aindavivos na região do protórax

com estilete previamente flambado. Com o auxílio de tesoura de microcirurgia e bisturi, cortaram

se as pernas na inserção das coxas. Com alça de platina retirou-se uma alíquota da hemolinfe que

foi suspensa em tubo de ensaio contendo 5,0 ml de água destilada. A amostra foi agitada por 30

segundos e plaqueada em seguida.

Foram realizadas contagens de esporos e células vegetativas com auxílio de microscópico

ótico, a fresco (esporos e células vegetativas) através de coloração de esporos conforme

metodologia sugerida por SmirnofT(1962), com adaptações. Na contagem a fresco a hemolinfe

retirada com alça de platina foi friccionada em lâminas, que foram em seguida observadas ao

microscópio.

3.10 Teste de preferênciacom Podisus nigrispinus

O teste de preferência alimentar foi realizado com o objetivo de verificar se o predador P.

nigrispinus tem preferência por lagartas sadias ou infectadas com B. thuringiensis, como também

avaliar ganho de pesoe tempo de duração do período de alimentação em cada lagarta.

Dez machos e dez fêmeas adultos de P. nigrispinus, foram individualizados em placas de

Petri (9,0 cm de diâmetro e 2,0 cm de altura), e mantidos semágua e alimento porum período de

aproximadamente 24 h. Após este tempo, foram oferecidas a cada predador duas lagartas de

quarto instar, sendo uma sadia e uma infectada. A infecção das lagartas foi promovida como

indicado no item (3.5), sendo oferecidas aos predadores 1 hora, após o término de sua

alimentação com os discos contaminados. Tanto os predadores quanto as lagartas foram pesadas

antes e depois da alimentação. A preferência dos predadores foi avaliada por um período

aproximado de 12 horas, pois nem todos atacavam a presa logo nas primeiras horas em que

recebiam o alimento.
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3.11 Análises estatísticas

Os parâmetros associados às tabelas de vida de fertilidade para os dois tratamentos foram

comparadas pelo teste "t" de Student, utilizando o método 'jackknife para estimar a variância.

Para verificar a preferência alimentar de P. nigrispinus entre lagartas sadias ou infectadas foi

utilizado o teste binomial. Na fese imatura foram avaliados o percentual de sobrevivência e a

duração dos estágios imaturos. Foramtambém comparados o número médio de ovos por geração,

oviposição diária das fêmeas e longevidade dos adultos. Os dados foram submetidos a análise de

variância e aplicado o teste F.



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Tabela de vida de fertilidade de Podisus nigrispinus

Verificou-se que nas duas gerações os valores de Ro do tratamento controle (ti), foram

superiores ao tratamento no qual utilizaram-se lagartas infectadas com B. thuringiensis (t2). Na

primeira geração, cada fêmea de P. nigrispinus alimentada com lagarta de B. mori sadia produziu

em média 243,96 fêmeas no curso de uma geração (=Ro), enquanto no tratamento em que os

predadores foram alimentados com lagartas infectadas, o Ro foi 94,6 ou seja 38, 8% menor em

relação ao controle. Os valores de Ro observados para a segunda geração foram de 223,96 para o

tratamento (ti) e 53,34 para o tratamento (t2) (Figura 1).

Estes resultados indicam portanto que a dieta contaminada afetou a dinâmica

populacional do predador sob condições controladas. Estes resultados são semelhantes aos

obtidos por Haverty (1982) que avaliou o efeito de inertes de B. thuringiensis var. kurstaki sobre

todos os estágios de H. convergens e C. carnea, verificando aumento significativo na mortalidade

de adultos destes predadores.

A razão infinitesimal de aumento populacional (rm) para o tratamento (ti) e tratamento

(t2) na primeira e segunda gerações foi 0,17 ; 0,12 e 0,14 ; 0,10, respectivamente. Isto significa

que ao compararmos uma geração com a outra podemos perceber que, apesar de rm ter sido

positivo nas duas gerações indicando maiortaxa de nascimento que de mortalidade, o crescimento

foi significativamente maior para predadores alimentados com lagartas sadias que com lagartas

infectadas, (Figura 2). Para Rabinovich (1978) rm é um parâmetro geneticamente determinado, que

reflete na capacidade potencial de multiplicação populacional. Desta forma, a expressão do

potencial biótico da população de P. nigrispinus foi superior em (ti). Admitindo-se então que a

dieta com a formulação de B. thuringiensis var. kurstaki influenciou significativamente a
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capacidade potencial de aumento populacional do predador, nas condições em que foram

realizados os experimentos.

geração I

• sem Bt

C3 com Bt

geração II

Figura 1. Taxa líquida de reprodução (Ro) de Podisusnigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
alimentado com lagartas de Bombyx mori sadias e infectadas com Bacillus thuringiensis
var. kurstaki. As barras (-1- T) representam os limites do intervalo de confiança, de 95%.

0--

geração I

• sem Bt

Hcom Bt

0 --

geração II

Figura 2. Razão infinitesimal de aumento populacional (rm) de Podisus nigrispinus (Heteroptera:
Pentatomidae) alimentado com lagartas de Bombyx mori sadias e infectadas com
Bacillus thuringiensis var. kurstaki. As barras (-1- -p) representam os limites do intervalo
de confiança, de 95%.
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Os valores do intervalo médio entre gerações (T), para P. nigrispinus, foram de 32,28

dias na primeira geração e 39,25 dias na segunda geração para o controle (ti). No tratamento com

lagarta infectada (t2) os valores de (T) foram de 39,37 dias na primeira geração e 39,33 dias na

segunda geração. Apesar da pequena diferença graficamente demonstrada, esses valores foram

estatisticamente significativas para a primeira geração e não significativo para a segunda geração

(Figura 3).
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Figura 3. Intervalo médio entre gerações (T) de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
alimentado com lagartas de Bombyx mori sadias e infectadas com Bacillus thuringiensis
para a primeira e segunda geração. As barras (-1- y) representam os limites do intervalo
de confiança, de 95%. Diferenças significativas para a geração I e não significativa para
geração II.

O número de fêmeas adicionadas à população, por fêmea por unidade de tempo ou seja a

razão finita de aumento populacional (X) para os tratamentos (ti) e (t2) na primeira geração foram

de 1,19 e 1,12 fêmeas/femeas/dia, respectivamente. Os valores observados na segunda geração

para (ti) e (t2) foram de 1,15 e 1,10 fêmeas/fêmeas/dia respectivamente (Figura 4). Portanto, no

fim de 32,27 e 39,36 dias na primeira geração (duração média das gerações) em (ti) e (t2)

esperavam-se 243,96 e 94,67 fêmeas resultante de cada fêmea em fase de reprodução,

respectivamente. Na segunda geração, a estimativa da duração média das gerações foi de 39,25

(ti) e 39,33 (t2) com 223,96 e 53,34 fêmeas resultante de cada fêmea em fase de reprodução,

respectivamente. Valores maiores que a unidade revelam que houve acréscimo populacional nos

dois tratamentos e nas duas gerações estudadas. Como pode ser observado, pequenas diferenças
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nos valores de X mostram se significativos, podendo causar grandes variações no número total de

uma população em estudo conforme citado por Silveira Neto et ai. (1976). Dessa forma, pôde-se

verificar uma superioridade nas gerações em que os predadores receberam alimento sadio em

comparação com aqueles que receberam o alimento contaminado com B. thuringiensis.
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Figura4. Razão finitade aumento populacional (X) de Podisus nigrispinus alimentado com
lagartas de Bombyx mori sadias e infectadas com Bacillus thuringiensis para a primeira
e segunda geração. As barras (-1- T) representam os limites do intervalo de confiança de
95%.

O tempo de duplicação da geração (Td) representa o tempo em que as fêmeas levaram

para duplicar a quantidade de indivíduos da população inicial do experimento. O tempo de

duplicação obtidos para as duas gerações no tratamento (ti) foram de 4,0 e 5,0 dias e para o

tratamento (t2), 6,0 e 7,0 dias para a primeirae segunda gerações respectivamente. Isso indicaque

as fêmeas do tratamento (ti) levaram menos tempo para duplicar a população inicial nas duas

gerações, quando comparado com as duas gerações do tratamento (t2) correspondente às fêmeas

que receberam lagartas infectadas como alimento (Figura 5).

De acordo com os dados verificado na Figura 6, para o tratamento (ti) a oviposição de

P. nigrispinus começou a partir da primeira semana em que foram acasaladas atingindo um pico

máximo na segunda semana e decrescendo a partir de então até atingir o nível zero na nona
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semana. No tratamento (t2) a oviposição iniciou na segunda semana e o pico máximo ocorreu na

terceira semana, cessando totalmente na oitava semana (Figura 7).
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Figura 5. Tempo de duplicação de geração (Td) de Podisus nigrispinus alimentado com lagarta de
Bombyx mori sadias e infectadas com Bacillus thuringiensis. As barras (-1- y)
representam os limites do intervalo de confiança, de 95%.

Na segunda geração, a oviposição também foi iniciada na primeira semana para o

tratamento (ti) e o pico máximo ocorreu na segunda semana (Figura 8). Entretanto, neste caso a

oviposição se prolongou até a décima segunda semana. Os níveis de oviposição foram entretanto

mais baixos que na primeira geração. Já a oviposição para o tratamento (t2) da segunda geração

foi iniciada na segunda semana e o pico máximo ocorreu na terceira semana, à semelhança do

verificado na primeira geração. Entretanto, a oviposição cessou totalmente na oitava semana e os

níveis de oviposição foram menores que os observados na primeira geração (Figura 9). Isto

explica os valores baixos de Ro, nas duas gerações para P. nigrispinus alimentados com lagartas

de B. mori infectada com B. thuringiensis.

Os resultados obtidos no presente trabalho assemelham-se aos obtidos por Salama et ai.

(1991) que também verificaram declínio na oviposição do predador Xylocoris flavipes após

alimentá-los com presa infectada com B. thuringiensis var. kurstaki.

Os valores de oviposição para o tratamento controle (ti) nas duas gerações são

comparáveis aos obtidos por Zanuncio et ai. (1991b) para P. nigrispinus alimentado com B. mori.
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Figura7 Oviposição de Podisus nigrispinus alimentado com lagartasde Bombyx mori infectadas
com um formulado à base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, primeira geração, a 25
± 2 °C, 70 ± 10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas.
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Figura 9. Oviposição de Podisus nigrispinus alimentado com lagartas de Bombyx mori infectadas
com um formulado à base de Bacillus thuringiensisvar. kurstaki, segunda geração a 25
± 2 °C, 70 ± 10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas.
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Foi elaborada uma análise para comparar o número de ovos produzidos por fêmea por

tratamento por geração, para o grupo controle e tratado e os valores observados para o controle

(ti) foi de 579,40 ±51,68 ovos/fêmea e para o grupo tratado (t2) a média observada foi de 318 ±

43,00 ovos/ fêmea, dados referentes a primeira geração. Para a segunda geração o número médio

do tratamento (ti) foi de 532 ± 40,15 ovos/fêmea e 300 ± 48 ovos/fêmea para (t2). A comparação

do número médio de ovos produzidos por geração demonstrou superioridade nas duas gerações

estudadas para o tratamento controle, (na Figura 10).

geração
2

D sem Bt

Hcom Bt

Figura 10. Número médio de ovos/ fêmea/tratamento/geração de Podisus nigrispinus alimentado
com lagartas de Bombyx mori sadias e infectadas com Bacillus thuringiensis var.
kurstaki. Significancia (P=0,0015).

De acordo com os dados obtidos registra-se que a dieta infectada com B. thuringienses

var. kurstaki também afetou a capacidade de oviposição do predador nas condições do estudo.

4.2. Duração da fase imatura e percentual de sobrevivência

A duração média dos estágios imaturos de P. nigrispinus na primeira geração foi 18,4 ±

0,9 dias para o tratamento (ti) e 20,4 ± 1,9 dias para o tratamento (t2). A taxa de eclosão das

ninfas nos dois tratamentos foi de 100% e o percentual de sobreviventes da fese imatura foi de

80% para (ti) e 56% para (t2), (Tabela 1).
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Para a segunda geração as médias observadas foram de 19,68 ±1,5 para o controle (ti) e

21,24 ± 1,0 para o tratamento contaminado (t2), a taxa de eclosão foi de 100% para (ti) e 64%

para (t2). No tratamento controle o percentual de sobreviventes da rase imatura foi 64 % para (ti)

e apenas 42 % em (t2) conseguiram atingir a rase adulta (Tabela 2).

Como pode ser verificado nas duas gerações os predadores do tratamento controle (ti)

apresentaram duração menor dos estágios imaturos quando comparado com (t2), no qual os

predadores tiveram como alimento lagartas contaminadas. A taxa de eclosão das ninfas para a

primeira geração foi igual nos dois tratamentos, isso pode ser explicado pelo feto dos insetos

serem provenientes de pais alimentados com lagartas de B. mori sadias. O mesmo não aconteceu

com os predadores provenientes de pais infectados (t2) na segunda geração em que a taxa de

eclosão mostrou-se significativamente inferior em relação ao controle (ti), (Tabelas 1 e 2).

Os resultados para P. nigrispinus no tratamento controle (ti) nas duas gerações, são

comparáveis aos obtidos por Batalha et ai. (1993) para P. nigrolimbatus alimentados com lagartas

de B. mori sadias.

Tabela 1. Duração dos estágios imaturos e percentual de sobrevivência de Podisus nigrispinus em
cada estágio, alimentado com lagartas de Bombyx mori sadias e infectadas com Bacillus
thuringiensis, primeira geração.

Duração (dias)

Instar (ti) (t2) (ti)

I 3,5 3,7 100

II 3,4 3,9 100

III 3,3 3,8 94

IV 3,8 4,1 88

V 4,4 4,9 80

Total 18,4 ± 0,9a 20,4 ± 1,9b 80a

Sobrevivência (%)

(t2)

100

98

92

80

56

56b

Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste F ao nível de 5 % (P
0,0001)



32

Tabela 2. Duração dos estágios imaturos e percentual de sobreviventes de Podisus nigrispinus
alimentado com lagartas de Bombyx mori sadias e infectadas com Bacillus
thuringiensis, segunda geração.

Duração (dias)

Instar (ti) (tf) (ti)

I 3,4 4,4 100

II 3,6 3,7 86

m 3,3 3,5 74

IV 4,3 4,3 68

V 5,0 5,2 64

Total 19,7 ± 1,5a 21,2 ± 1,0b 64a

sobrevivência (%)

(tf)

64

60

54

48

42

42b

Médias seguidaspor letras distintas, diferementre si pelo teste F ao nível de 5 %
(P = 0,0003)

4.3 Longevidade dos adultos

A longevidade média das fêmeas na primeira geração foi de 39,8 ± 15,4 dias no

tratamento (ti) e 38,3 ± 11,8 dias no tratamento (t2). Na segunda geração, a longevidade média

das fêmeas foi de 57,3 ± 15,0 (ti) e 35,1 ± 14,6 (t2). Verificou-se que na primeira geração os

machos alimentados com lagartas infectadas (t2) tiveram longevidade média de 16,7 ± 07,3 dias

(P=003); e 49,5 ± 16,0 dias para o tratamento com lagartas sadias (ti). Na segunda geração, a

longevidade dos machos foi 18,5 ± 05,9 dias para (tf) e 51,8 ± 16,1 diaspara (ti) (P=0,008). Não

houve diferença estatisticamente significativa para a longevidade de fêmeas na primeira geração.

Na segunda geração, a longevidade média das fêmeas apresentou diferenças estatisticamente

significativas (P=0,001). Com esses resultados admite-se que a alimentação contaminada

apresentou efeito cumulativo, que se mostrou significativos na segunda geração. Os machos

apresentaram maior sensibilidade a dieta contaminada. A longevidade foi significativamente

inferior quando o alimento foi lagartas contaminadas, (Tabela 3). O efeito de B. thuringiensis var.

kurstaki sobre as lagartas de B. mori provocou mortalidade rápido pelo feto da dose conter um
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número maior de esporos e isso pode ter influenciado nos processos biológicos do predador, com

o aparecimento de outras bactérias não identificadas o que foi verificado através de plaqueamento

do tubo digestivo.

Estes resultados concordam em parte aos obtidos por Barcelos e Zanuncio (1989), que

mostraram que a longevidade de fêmeas e machos de P. nigrolimbatus alimentados com lagartas

de B. mori sadias foi de 28,5 ± 21,0 e 25,5 ± 21,0 dias respectivamente e também com resultados

de Zanuncio et ai. (1991a). Silveira Neto et ai (1976) mencionaram que o alimento pode afetar a

longevidade e desenvolvimento dos insetos.

Tabela 3. Longevidade de adultos de Podisus nigrispinus alimentados com lagartas de Bombyx
mori sadias e infectadas com Bacillus thuringiensis var. kurstaki em duas gerações
consecutivas, temperatura: 25 ± 2 °C, 70 ± 10% de umidade relativa e fotofase de 12
horas.

Lagartas

Sadias Infectadas

Geração I

Fêmeas

Machos

39,8 ± 15,4 a

49,5 ± 16,0a

38,3 ± 11,8a

16,7 ± 7,3b

Geração II

Fêmeas

Machos

57,3 ± 15,0a

51,8 ± 16,1a

35,1 ± 14,6b

18,5 ± 5,9b

Médias seguidas da mesma letra nas linhas não apresentam diferenças significativas
entre si (P = 0,001).

4.4 Teste de preferência alimentar de Podisus nigrispinus

Machos e fêmeas de P. nigrispinus no momento em que foram colocados em contato

com as lagartas se dirigiram primeiro para a lagarta sadia, aparentemente pelo movimento

constante destas. Entretanto a agressividade da presa os afestavam e em muitos casos havia
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desistência do predador, que então se dirigia à presa infectada, que não oferecia resistência. Do

total de machos observados 40% insistiram e conseguiram dominar a presa sadia. O restante dos

machos se alimentaram da presa contaminada. Das fêmeas observadas, 30% dominaram a presa

sadia. Entretanto, não foi observada entre machos e fêmeas preferência estatisticamente

significativa por lagartas sadias ou infectadas através do Teste binomial, (P = 0,2632). Estes

resultados assemelham se aos obtidos por Nardo, Nascimento e Marigo (1996) em testes de

aceitação do predador P. nigrispinus por lagartas de Anticarsia gemmatalis sadias ou infectadas

com Baculovirus anticarsia, em que o predador não apresentou preferência entre lagartas sadiase

infectadas.

Foi verificada uma correlação positiva (R2 = 68%) entre o ganho de peso e o tempo de

alimentação, ou seja as fêmeas se alimentaram por períodos maiores, consumindo maiores

quantidades de alimento que os machos. Isso pode ser explicado pelo feto das fêmeas serem

maiores do que os machos e necessitarem de mais nutrientes para a oviposição. Segundo Parra

(1991) a produção de ovos nos insetos, envolve acúmulo de energia e nutrientes pela fêmea, o que

fez com que elas consumam mais e ganhem mais peso que os machos.

Garcia (1991), sugeriu que a aceitação da presa pelos predadores é deterrninada por

sinais visuais, químicos e respostas ao contato. Hagen (1987) citado por Garcia(1991) mencionou

que a aceitação e o consumo da presa pelos predadores não garantem porém, que a dieta seja

adequada ao desenvolvimento e reprodução. Esse feto portanto, esclarece as diferenças

significativas observadas nos parâmetros de tabelas de vida avaliados anteriormente, uma vez que

o predador não distingue entre alimento saudável e infectado.

4.4.1 Contagem de esporos dos discos foliares e total de esporos ingeridos pelas lagartas

A contagem média das amostras provenientes do plaqueamento com choque térmico foi

de 1,0 x IO8 esporos/discos amostrados. Como cada lagarta consumiu uma média de três discos, a

média de esporos ingeridos ficou em torno de 3,0 x IO8. A média de consumo por lagartas de

terceiro instar foi de um disco e meio, o tempo de consumo foi de 08 min e para as de quarto e

quinto ínstares foi de 16 min. Após este período de tempo as lagartas permaneceram vivas, mas
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totalmente paralizadas e morreram cerca de duas horas após ingerirem o alimento contaminado.

Estes resultados são comparáveis aos obtidos por Habib e Andrade (1991), que mencionam que a

morte do inseto após ingerirem a bactéria B. thuringiensis é normalmente detectada três horas

após a ingestão do patógeno. A morte das lagartas no presente estudo foi mais cedo em relação

aos resultados destes autores e isso pode ser explicado pelo feto da dose ser maior.

O efeito da bactéria nas lagartas se apresentourápido devido ao alto número de esporos

presente nos discos.

4.4.2 Plaqueamento do tubo digestivo de Bombyx mori

Os resultados obtidos do plaqueamento do tubo digestivo de B. mori indicaram que as

células vegetativas de B. thuringiensis tem multiplicação considerável nas primeiras 5 horas,

enquanto o número de esporos tende a aumentar com o passar do tempo, (Tabela 4). Foi

verificada também a presençade outras bactérias não identificadas, esse feto já era de se esperar

uma vez que o rompimento da membrana peritrófica acarretou o vazamento de outras bactérias do

tubo digestivo para toda a cavidadedo corpo e consequentemente para hemolinfe.

Tabela4. Número de esporos e célulasvegetativasdo tubo digestivo de Bombyx mori alimentados
com discos de amoreira contaminadoscom B. thuringiensis var. kurstaki.

Período pós Contagem de esporos/tubo

tratamento digestivo com choque

(h) térmico

1 4,9x IO5

3 1,0 x IO6

5 2,8 x IO6

8 3,0 x IO6

24 2,9x IO7

"presença de outras bactérias não identificadas

Contagem total de células

vegetativas sem choque térmico

0,1 x IO4

7,5x IO6

8,0 x IO7

2,5 x IO8

3,0 x 108
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Segundo Burges (1981), Habib e Andrade (1991) B. mori é um inseto tipo I, minutos

depois de ingerir esporos, cristais e células vegetativas de B. thuringiensis, sofre paralisia

intestinal, com morte rápida, causada por toxemia, ação das toxinas. Esse feto concorda com os

resultados obtidos no presente trabalho, em que as lagartas por terem apresentado mortalidade

rápida, tornaram-se propensas a proliferação de outros microrganismos não identificado que

podem ter ocasionado os efeitos adversosnos predadores.

4.4.3 Plaqueamento do tubo digestivo, fezes e hemolinfe de Podisus nigrispinus.

Os resultados obtidos do plaqueamento do tubo digestivo de P. nigrispinus indicaram a

presença de B. thuringiensis neste órgão. A média de contagem de esporos de 20 tubos digestivos

do predador foi de 1,0 x IO4 esporos por tubo digestivo. Foi detectada a presença de esporos

viáveis também nas fezes (Tabela 5).

Estes resultados concordam em parte com os obtidos por Abbas e Boucias (1984) que

observarama presença de muitos poliedros viáveis do vírus Baculovirus anticarsia no mesêntero

e fezes do predador Podisus maculiventris (Say), após ter sido alimentado com lagartas de

Anticarsia gemmatalis infectadas com o vírus.

Não foi detectada a presença de esporos nahemolinfe de P. nigrispinus, através de plaqueamento,

contagem em lâmina a fresco e coloração de esporos da hemolinfe de 30 predadores (Tabela 5).

Esse feto pode ser explicado pela acidez da região ventricular posterior deste predador, em torno

de 4,5 a 5,0 House (1974) citado por Terra (1991) no qual o complexo esporo-cristal de B.

thuringiensis é estável (Deacon, 1983). Assim, quando ingeridos por P. nigrispinus os esporos

foram eliminados pelas fezes totalmente inalterados, não atingindo a hemolinfe.

Estudos complementares são necessários a fim de se conhecer mais sobre o processo de digestão

dos predadores que se alimentam de presas infectadas por B. thuringiensis. Parra (1991) relatou o

consumo e utilização de alimento por insetos, mencioando que o processo de absorção do

alimento em proporções balanceadas é fator fundamental para o desenvolvimento e multiplicação

das espécies. Com base nessa premissa, admite-se que os fatores de alteração dos parâmetros
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associados à biologia de P. nigrispinus tenham sido ou a qualidade nutricional do alimento

ingerido pelos predadores em t2 (lagartas infectadas, com potencial septicemia), ou a ação de

adjuvantes e/ou inertes que compõem o produto formulado, ou ainda a presença de metabólitos

tóxicos a P. nigrispinus no produto utilizado em t2. Esta última hipótese se baseia nos

comentáriosde Dulmage et ai. (1981) sobre a possibilidade de produtos à base de B. thuringiensis

var. kurstaki conterem outras toxinas além do complexo esporo-cristal; estas toxinas,

denominadasem seu trabalho "louse-fector", foram ativas contra piolhos que afetam mamíferos.

Tabela 5. Observações microbiológicas do tubo digestivo, hemolinfe e fezes de Podisus
nigrispinus

Tubo digestivo
(UFC)

Hemolinfa Fezes

Esporos 0,8 x IO2-1,0x IO4 - +

Contagem total 0,lxl04-2,0xl05* - +

Obs. ao microscópio +
-

+

UFC= Unidades formadoras de colônias

*Presença de outras bactérias não identificadas
+ presença de Bt
- ausência de Bt

Os resultados do presente estudo podem não representar exatamente os efeitos esperados

em condições de campo. Os testes realizados estão de acordo com protocolos de avaliação em

fases (Nardo et ai. 1995b), em que testes iniciais são conduzidos submetendo-se organismos não

visados a altas doses do biopesticida, oferecendo ao patógeno maiores possibilidades de

expressarem possíveis atividades deletérias. Os protocolos prevêem a necessidade da condução de

testes adicionais caso efeitos adversos significativos sejam observados, como ocorrido no presente

estudo. Desta forma, estudos mais detalhados, em condições mais semelhantes às de campo,

poderão indicar nas fases posteriores a segurança de uso dos biopesticidas avaliados.

Por ser B. thuringiensis uma bactéria largamente empregada para controle de diversas

pragas em várias culturas no Brasil e no mundo, estudos de avaliação de risco são necessários para

que se possa conhecer um pouco mais sobre este entomopatógeno, pois segundo afirmativas de
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Lambert; Peferoen (1992) e Addison (1993), pouco se conhece sobre sua ecologia e seu papel na

natureza. Estes estudos são primordiais para se maximizar o uso deste agente microbiano de

controle biológico com segurança no país.

Existe hoje uma tendência mundial de se avaliar com maior rigor o uso de agentes

microbianos de controle biológico e seus efeitos em parashóides e predadores e outros organismos

benéficos que povoam as culturas onde esses organismos serão pulverizados. A crescente

preocupação com a qualidade ambiental desencadearam a necessidade de se estabelecerem estudos

de avaliação de risco através de protocolos internacionalmente aceitos. Empresas multinacionais

estão investindo cada vez mais em pesquisas com produtos biológicos. Diante disto, poderá haver

no futuro um volume maior de produtos biológicos a serem lançados no mercado, que exigirão

maior eficiência dos testes de avaliação de risco, e o presente trabalho vem a colaborar neste

sentido abrindo margem pra uma série de questionamentos e outros itens que precisam ser

estudados parao registro de um determinado produto biológico.

Apesar da esperada segurança no uso de agentes de controle biológico, os impactos

positivos e negativos dessa alternativa de controle de praga carece ser minuciosamente estudado e

divulgado, de forma a permitir segurançade uso destes organismos no ambiente.



5 CONCLUSÕES

1). Os parâmetros de tabelas de vida avaliados, indicaram efeito adverso significativo de B.

thuringiensis var. kurstaki sobre a população de laboratório de P. nigrispinus nas condições do

estudo.

2). O predador pode contribuir na disseminação de B. Thuringiensis no campo uma vez que

excreta esporos viáveis pelas fezes.

3). Os adjuvantes e inertes que compõem o produto formulado e outros microorganismos

associados ou a presença de metabolitos tóxicos podem ser responsáveis pelos efeitos adversos

observados na população de laboratório de P. nigrispinus, dada a característica de especificidade

de B. thuringiensis var. kurstaki.

4). Machos de P. nigrispinus alimentados com dieta infectada com B. Thuringiensis var. kurstaki

apresentaram menor longevidade, sugerindo-se que estes apresentam maior sensibilidade aos

componentes do produto formulado.

5). P. nigrispinusnão apresenta preferênciaentre lagartas sadias ou infectadas com o formulado a

base de B. thuringiensis em condições de laboratório.
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Anexo 1. Análise de covariância de ganho de peso de P. nigrispinus submetido a teste de

preferência com lagarta sadia e infectada com B. thuringiensis.

Fonte de variação GL Quadrado Médio F Valor P

Preferência 1 122,9206 2,26 0,1535

Sexo 1 1129,7926 20,77 0,0004

Pref. x sexo 1 95,2562 1,75 0,2055

(interaç.)

Peso 1 1 344,4799 6,33 0,0237

Resíduo 15

C.V. = 53,82917 - - -

Anexo 2. Análise de variância do tempo de alimentação de Podisus nigrispinus submetido a teste

de preferência com lagarta sadia e infectada com Bacillus thuringiensis.

Fonte de variação GL Quadrado

médio

F Valor P

Preferência 1 93009465 1,90 0,1876

Sexo 1 577488057 11,77 0,0034

Pref. x sexo 1 42125369 0,86 0,3680

(interaç.)

Resíduo 16 490075854 - -

C.V. = 40,50544
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Anexo 3. Análise de variância da longevidade de P. nigrispinus alimentados com dieta sadia e

infectada com B. thuringiensis var. kurstaki, geração 1.

Fonte de GL Quadrado F Valor P

variação médio

Tratamento 1 3522,61333 18,62 0,001

Sexo 1 427,21333 2,26 0,1397

Trat*Sexo 1 2932,81333 15,51 0,0003

Resíduo 46 189,1376 - -

C.V. = 36,4021 - - - -

Anexo 4. Análise de variância da longevidade de P. nigrispinus alimentados com dieta sadia e

infectada com B. thuringiensis var. kurstaki, geração 2.

Fonte de GL Quadrado F Valor P

variação médio

Tratamento 1 9464,8889 47,74 0,0001

Sexo 1 1494,3120 7,54 0,0085

Trat*Sexo 1 383,3889 1,93 0,1708

Resíduo 48 198,2674 - -

C.V. = 32,0999 - - - -
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Anexo 5. Análise de variância das rases imaturas de P. nigrispinus alimentado com lagartas de B.

mori sadias e infectadascom 5. thuringiensis var. kurstaki geração 1.

Fonte de Variação GL Soma de

quadrados

F Valor P

Grupo 1 63,7960 31,40 0,0001

Pais 4 14,2989 1,76 0,1485

Resíduo 62 125,9795 - -

C.V. = 7,4163

Anexo 6. Análise de variância das rases imaturas de P. nigrispinusalimentado com lagartas de B.

mori sadias e infectadas com B. thuringiensis var. kurstaki geração 2.

Fonte de Variação GL Soma de Quadrados F Valor P

Grupo 1 32,6579 21,89 0,0001

Pais 8 38,9109 3,26 0,0047

Resíduo 49 73,1091 - -

C.V. = 6,0358
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Anexo 7. Teste de preferência alimentar de P. nigrispinus com lagartas de B. mori sadia e
infectadacom B. thuringiensis var. kurstaki.

Sexo Prefer. Peso inicial

(mg)

Peso final

(mg)
Inicio

alimentação

Fim alimentação

f sadia 50 88 9:44 19:00

f infectada 41 60 16:30 19:00

f sadia 40 61 12:30 16:00

f infectada 50 54 11:23 17:30

f infectada 64 73 11:00 18:00

f infectada 41 67 12:13 18:50

f sadia 51 69 11:30 19:00

f infectada 50 53 13:00 15:00

f infectada 35 61 9:45 15:30

f infectada 33 65 9:56 18:50

m infectada 41 44 15:30 18:30

m infectada 42 51 9:40 12:06

m infectada 30 33 13:15 16:30

m infectada 42 48 12:30 15:45

m sadia 40 44 15:10 17:00

m sadia 43 52 9:50 16:50

m infectada 38 50 11:45 15:30

m sadia 31 42 12:00 16:00

m sadia 30 43 15:40 17:30

m infectada 42 50 12:40 16:30




