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RESUMO

SILVEIRA, Luiz Flavio Vianna, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo,
Dezembro de 2008. Selecao de isolados de Bacillus thuringiensis BERLINER
para Tetranychus urticae KOCH. Orientador: Dr. Ricardo Antonio Polanczyk. Co-
orientadores: Dr. Dirceu Pratissoli; Dr. Claudio Roberto Franco.

A cultura do mamao tem grande importancia econémica para o Brasil, sendo o maior
produtor mundial, com area colhida de 36.650 hectares e 24% da producado mundial,
e, para o Espirito Santo, segundo maior produtor, com 39,7% do total nacional, e
responsavel por 74% na exportacdo. O ataque de pragas nessa cultura pode reduzir
consideravelmente a producdo e a qualidade do produto colhido, sendo que, uma
das principais pragas € o acaro rajado Tetranychus urticae Koch (1836). O uso do
controle quimico de forma descontrolada leva a sérias conseqiéncias como a
presenca de residuos em frutos acima do permitido e surgimento de populagdes
resistentes. Faz-se necessario o uso de alternativas de manejo do acaro, como o
controle biolégico, que vem sendo utilizado como ferramenta no manejo de diversas
pragas de importancia agricola no mundo. Por isso, o objetivo deste trabalho foi
selecionar isolados de Bacillus thuringiensis Berliner (1911) (Bt) que sejam
patogénicos para o acaro rajado na cultura do mamao. Foram avaliados 120
isolados de B. thuringiensis Berliner (1911) quanto a patogenicidade em T. urticae
Koch (1836). Cada isolado, contendo 3 x 102 esporos vidveis/mL de agua destilada
autoclavada, constituiu em um tratamento com 8 repeticées, em arenas de folhas de
feijdo-de-porco Canavalia ensiformes com 4,5 cm de didmetro. Cada repeticao
continha 10 fémeas adultas do &caro e ap6s 5 dias da transferéncia, a mortalidade
foi quantificada e posteriormente corrigida pela férmula de Abbott (1925). Os
resultados foram submetidos ao teste de Scott — Knott, ao nivel de 5%. Os testes em
condicdes de laboratério mostraram que ha acao téxica de Bacillus thuringiensis em
Tetranychus urticae.

Palavras-chave: controle biol6gico. entomopatégeno. bactéria. toxinas Cry.



ABSTRACT

SILVEIRA, Luiz Flavio Vianna, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo,
December, 2008. Screening of Bacillus thuringiensis BERLINER against
Tetranychus urticae KOCH. Adviser: Dr. Ricardo Antnio Polanczyk. Co-adviseres:
Dr. Dirceu Pratissoli; Dr. Claudio Roberto Franco.

The culture of papaya has great economic importance for Brazil, being the world's
largest producer, with a harvested area of 36,650 hectares and 24% of world
production, and to the Espirito Santo, the second largest producer, with 39.7% of the
national total, and accounts for 74% in export. The attack of pests in this culture can
greatly reduce the production and quality of the harvested crop, and, a major pest is
the two-spotted spider mite Tetranychus urticae Koch (1836), which forces producers
to use the chemical control of uncontrolled manner, leading to serious consequences
as the presence of residues in fruits and emergence of resistant populations. It is
necessary the use of alternative management of the mite, such as biological control,
which has been used as a tool in the management of various pests of agricultural
importance in the world. Therefore, the objective of this study was to select strains of
Bacillus thuringiensis Berliner (1911) (Bt) pathogenic to the two-spotted spider mite in
papaya. It was evaluated 120 isolates of B. thuringiensis Berliner (1911) as the
pathogenicity of T. urticae Koch (1836). Each isolated, containing 3 x 10® spores.mL
of distilled water autoclaved, was in a treatment, with 8 repetitions, in arenas of
leaves of Canavalia ensiformes with 4.5 cm in diameter. Each repeat contained 10
adult females of the mite and after 5 days of the transfer, the mortality was quantified
and subsequently corrected by the formula of Abbott (1925). The results were
submitted to test Scott - Knott, the level of 5%. The tests in laboratory conditions
showed that there is toxicant action of Bacillus thuringiensis in Tetranychus urticae.

Key words: biological control. entomopathogen. bacterial. Cry toxins.



1 INTRODUGCAO

O &caro rajado Tetranychus urticae Koch (1836) € uma das pragas mais importantes
na agricultura, atacando varias espécies de plantas em varias regiées do pais, ou
seja, € uma espécie cosmopolita e polifaga (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Essa
espécie pertence a familia Tetranychidae, na qual estdo presentes os principais
acaros causadores de danos a agricultura no mundo (CRANHAM; HELLE, 1985).

A cultura do maméo € uma das culturas altamente afetadas pelos danos causados
por essa praga. Os danos na cultura do mamao sdo causados pela fase jovem e
também pelos adultos que perfuram as células das folhas mais velhas com seus
estiletes, causando amarelecimento e posterior necrose, provocando deformacoes e
queda prematura das folhas e, consequientemente, reducdo do vigor das plantas,
além de lesdes nos frutos, devido a acado dos raios solares, que acarreta a baixa
qualidade para o comércio “in natura” (OLIVEIRA, 1988; MARTINS; COSTA, 2003;
MORAES; FLECHTMANN, 2008). No Brasil, essa praga ocorre em todas as regides
produtoras de mamao, sendo sua populacado influenciada pela temperatura e
precipitacdo pluviométrica, sobretudo, em épocas quentes e secas (MARTINS;
MARIN, 1998; MARTINS, 2003).

O Brasil € o maior produtor de mamao com participacdo de 24% da producdo
mundial e terceiro maior exportador, com 2% do que é produzido no Brasil, sendo
enviado principalmente para a Europa e América do Norte, e produziu em 2006
1.897,639 toneladas de frutos, para uma area colhida de 36.650 ha (MARTINS,
2005). Entre os estados brasileiros o Espirito Santo se destaca como o segundo
maior produtor de mamao do Brasil participando com 752.503 toneladas (39,7% da
producdo nacional), numa &rea colhida de 9.387 hectares, ficando atras da Babhia,
responsavel por 48,20%. Esse destaque € ainda maior com relacdo a exportacao,
pois o Estado & responsavel por 74% do que é enviado principalmente para os
Estados Unidos e Europa (IBGE, 2006). Além disso, a cultura torna-se importante no
ambito social, j& que, segundo estimativa, emprega direta e indiretamente cerca de
30 mil pessoas desde a producao até a comercializacao (PRATES, 2005).

Atualmente, o controle de T. urticae é realizado principalmente através do uso do
controle quimico. Uma das maiores dificuldades em se manejar esta praga é o
pequeno numero de ingredientes ativos registrados para a cultura, o que propicia



seu uso indiscriminado, podendo levar a varios problemas como contaminacao do
meio ambiente, dos homens e animais, surgimento de populacdes resistentes,
sendo que este Ultimo problema ja vem preocupando a comunidade cientifica desde
a década de 70 (SILVA, 1971; WATANABE et al., 1994; SATO et al., 2000; SATO,
2003; SATO et al., 2005; SATO et al., 2007). Outro ponto importante € a acao téxica
desses produtos em inimigos naturais que sao altamente suscetiveis (POLETTI et
al., 2006).

Apesar deste método de controle também ser considerado parte de um conjunto de
estratégias para o manejo de pragas e ser, comprovadamente, eficiente no seu
controle, os produtores de mamao devem seguir uma série de normas para reduzir a
presenca de residuos de agrotdxicos nos frutos (ALBUQUERQUE et al., 2003). A
demanda atual por produtos de alta qualidade nutricional, livre de residuos de
produtos nocivos a saude e produzidos com respeito ao meio ambiente, pressiona o
mercado, 0s produtores e o0s pesquisadores a encontrarem formas mais
sustentaveis para todo o processo de producao (MARTINS, 2003). Os Estados
Unidos sdo os principais importadores, sendo que, 15,5% do total de mamao
exportado pelo Brasil sdo absorvidos pelo mercado americano que possuem regras
rigidas quanto a entrada de frutas em seu territorio, principalmente com relagéo a

residuos de agrotoxicos e pragas quarentenarias.

Com isso, novas ferramentas de manejo de pragas devem ser disponibilizadas aos
produtores, como, por exemplo, o controle biolégico, que tem como base a utilizagao
de inimigos naturais, tais como a liberagdo de acaros predadores (COLLIER et al.,
2004; COLLIER et al., 2007), assim como de sua conservacdo, utilizando
agrotoxicos seletivos (MONTEIRO, 2001; POLETTI et al., 2008) e patégenos, que
apresentam bons resultados em programas de controle biolégico. Esses inimigos
naturais devem ser capazes de encontrarem condicbes para se manterem e
multiplicarem assim que liberados no campo, além de serem facilmente multiplicados
em laboratério (VENZON et al., 2003).

Dentro do grupo dos patégenos podem ser utilizados os fungos, 0s virus e as
bactérias, todas com eficiéncia comprovada para o manejo de diversas pragas.
Entre as bactérias destaca-se o Bacillus thuringiensis Berliner (1911), pertencente a
familia Bacillaceae, que tem comprovada atividade téxica em diversas familias de
insetos e acaros (GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000).



O uso desta bactéria no manejo de pragas vem ganhando espaco de forma
contundente na area de controle biolégico ja que representa 97% do faturamento do
mercado com bioinseticidas, porém representa menos de 2% do mercado de
agrotéxicos no mundo (DIAS, 1992; TAMEZ-GUERRA et al., 2001; POLANCZYK et
al., 2008). Muitos projetos vém sendo desenvolvidos com base em produtos
formulados com esse microorganismo, trazendo resultados positivos para a
agricultura, principalmente no manejo de pragas pertencentes as ordens
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (POLANCZYK; ALVES, 2003). Contudo, sua
atividade téxica também pode ser observada contra outros grupos de invertebrados
(nematoides, acaros e protozoarios) (EDWARDS et al., 1988; FEILTELSON et al.,
1992; CRICKMORE et al., 1995), com grande vantagem por apresentar inocuidade
aos mamiferos e vertebrados e auséncia de toxicidade as plantas (WHITELEY;
SCHNEPF, 1986).

Para propiciar uma alternativa para o manejo de T. urticae em mamao, na qual sua
ocorréncia causa sérios danos a produtividade e qualidade, assim permitindo a
producado de alimentos mais saudaveis, esta pesquisa tem como objetivo selecionar
isolados de B. thuringiensis com potencial para o manejo do acaro rajado T. urticae.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO MAMAO Carica papaya L.

A qualidade do produto que chega ao consumidor € fator primordial para o0 sucesso
na producao e comercializacao de produtos como frutas, verduras, graos, etc. Além
disso, a origem do produto que chega ao consumidor assume grande importancia,
pois & cada vez maior a preocupacdo quanto aos riscos de contaminagdao do
produto, de pessoas e do meio ambiente (MARTINS, 2003).

Nesse contexto, os produtores de frutiferas devem se adaptar, por meio de
mudancas conceituais, para que o produto final apresente qualidade, produtividade
com baixo impacto ambiental e com responsabilidade social. Para isso, a busca de
informacdes e modelos inovadores de producao, com respeito ao ser humano e ao
meio ambiente, torna-se imprescindivel para que o produto final ofertado satisfaca

as exigéncias dos consumidores atuais e futuros (MARTINS, 2003).

A cultura do mamao, por exemplo, ja foi caracterizada principalmente devido ao uso
excessivo de agrotdéxicos no controle de pragas. Hoje, sua potencialidade é
explorada, em parte, de forma racional, enquadrando a cultura em um sistema
integrado de producdo, onde todos os fatores, fisicos, quimicos, bioldgicos e
edafoclimaticos sdo considerados e estudados até a exaustdo, principalmente no
que diz respeito a aplicacao de agrotéxicos (MARTINS, 2005).

Com isso, a fruta, que apresenta diversas caracteristicas organolépticas excelentes,
como teor de agucar, baixa acidez, equilibrio de nutrientes e presenca de vitaminas
A e C, torna-se muito apreciada e saudavel, podendo ser consumida “in natura” ou
processada (CHEN et al., 1991). Segundo Martins (2005), essa fruta tem alcancado
um dos maiores crescimentos de consumo entre as frutiferas mais produzidas no
mundo, visto que houve um crescimento na producéao mundial, na dltima década, em
torno de 62%.

O mamoeiro cultivado comercialmente pertence a classe Dicotyledoneae, familia
Caricaceae e género Carica. A planta é originaria da América Tropical e
disseminada por todas as regides do mundo (BADILLO, 1993). No Brasil, por
exemplo, é cultivado em todo o territério, com destaque para os Estados da Bahia,
Espirito Santo e Rio Grande do Norte, sendo que maior parte da producdo é



consumida no mercado interno. Destaque € dado para a exportacdo que apesar de
ser ainda pequena, com cerca de 2% do que € produzido no pais sendo embarcado
nos portos e aeroportos do Brasil, traz um grande retorno econdémico, social e
ambiental. Porém, ja é um avango e com tendéncia de crescimento de areas com o
modelo de producdo voltado para o Programa de Producdo Integrada, trazendo
beneficios como a certificacdo, que atesta a qualidade da fruta brasileira,
minimizando o impacto ambiental e a injustica social (ADRIGUETO; KOSOSKI,
2005).

Torna-se importante que se atinja a qualidade de producdo, ndo s6 visando a
exportagdo, mas também o mercado interno, que esta cada vez mais exigente e
criterioso no momento de adquirir qualquer produto, forcando o pais a uma
exceléncia em producdo (MARTINS; COSTA, 2003).

2.1.1 Situacao da Cultura no Mundo

A cultura do mamao é produzida numa faixa do globo terrestre compreendida entre
os trépicos de Cancer e Capricérnio, a 21° de latitude Norte e 21° de latitude Sul,
sendo que os maiores produtores sdo pela ordem: o Brasil, responsavel por 24,0%
da producdo mundial. Na segunda posicdo encontra-se o México (12,6%), no
terceiro lugar, Nigéria (11,9%), e na quarta colocacdo, a india (11,1%). Juntos sdo
responsaveis por 59,6% da producdo mundial (IBGE, 2006). O pais figura como
terceiro maior exportador ficando atras somente do México e Malasia. Jamaica,
Costa Rica e Belise também figuram entre os maiores exportadores (MARTINS,
2003).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) (2004), a producao mundial do
mamao poderd ser de 12 milhdes de toneladas em 2010 (BOTEON, 2005).

Os Estados Unidos se destacam entre os maiores importadores por importarem
metade do que é comercializado no mundo anualmente. Holanda e Portugal também
se destacam no cenario mundial em relagcdo a importacdo da fruta, seguidos de
Hong Kong, Alemanha, Canadd, Japao, Reino Unido, Cingapura e Franca (ALVES,
2003).



2.1.2 Situacao da Cultura no Brasil e no Espirito Santo

O mamao é cultivado em todos os estados brasileiros e no Distrito Federal e possui
cerca de 37.060 ha de area cultivada com maméao. Sua producéo foi de 1.897.639
toneladas em 2006, considerando os frutos dos grupos “Solo” e “Formosa”, com
ligeiro aumento em relacdo aos anos anteriores com média de produtividade de
51.777 kg/ha. Porém, a série histoérica de producao dos ultimos 10 anos mostra uma
variagcao em torno desse valor (IBGE, 2006).

Entre os estados produtores, a Bahia € o lider com uma producao em 2006 de
914.679 toneladas, que correspondeu a 48,20% do total nacional. Relativamente a
safra 2005, a producgdo baiana apresentou um crescimento de 25,8%. No segundo
posto encontra-se o Espirito Santo, com uma producéao de 752.503 toneladas, que
equivalem a 39,70% do total nacional, significando um incremento de 19,6% em
relacdo a safra anterior. Esses dois estados concentraram 87,9% da producao
nacional de mamao, em 2006. Destaca-se que o rendimento médio da cultura no
Espirito Santo € o mais elevado (80.164 kg por hectare), ao passo que, na Bahia, o
rendimento na safra 2006 foi de 55.637 kg/ha (IBGE, 2006).

O Epirito Santo possui uma area aproximada de 9.387 hectares com a cultura e gera
cerca de 17.500 empregos diretos e 61.250 empregos indiretos (RUGGIERO et al.,
2003; IBGE, 2006). E também destaque no cenario nacional como o maior
exportador de maméao, sendo responsavel por 74% do que é exportado por todo o
pais (MARTINS; COSTA, 2003). O principal importador sao os Estados Unidos, que
em 2008 movimentaram 22.353,906 de dblares em 16.838,220 de quilos de maméo
no primeiro semestre de 2008 (IBRAF, 2008).

Entre os municipios produtores, destaca-se na liderangca o municipio capixaba de
Pinheiros, cuja producdo em 2006 somou 438.000 toneladas, correspondendo a
23,1% do total colhido no Pais em 2006. Em Pinheiros, a area colhida foi de 3.650
hectares, e o rendimento médio de 120.000 kg/ha € o mais elevado do pais. Na
segunda colocagdo encontra-se 0 municipio baiano de Prado, com 271.584
toneladas colhidas, que equivalem a 14,3% da produc¢éo nacional (IBGE, 2006).

Os dez maiores municipios produtores de mamao em 2006 encontram-se numa
faixa continua que se estende do extremo Sul da Bahia ao Norte do Estado do
Espirito Santo e sdo em ordem decrescente: Pinheiros-ES, Prado-BA, Porto Seguro-



BA, Montanha-ES, Teixeira de Freitas-BA, Linhares-ES, Nova Vicosa-BA, Boa
Esperanca-ES, Sdo Mateus-ES e Mucuri-BA (IBGE, 2006).

2.1.3 Controle de Pragas na Cultura do Mamao

No Brasil o mamao é atacado por diversas pragas, como acaros e insetos, porém o0s
acaros constituem a praga mais séria da cultura, pela sua distribuicdo por todas as
regides produtoras, proliferacéo rapida e um alto potencial biético (FLECHTMANN,
1985; MARTINS, 2003).

Dentre eles, destacam-se o acaro-branco Polyphagotarsonemus latus e o acaro-
rajado T. urticae, como pragas principais (FLECHTMANN, 1985; MORAES;
FLECHTMANN, 2008).

Um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento de acaros fitéfagos € o
desequilibrio nutricional e perturbacodes fisiolégicas provocados principalmente por
estresse hidrico e nutricional, ou pela acdo de agrotéxicos (MONTEIRO, 1994a).
Assim, pulverizagbes continuas de agrotoxicos tém levado a baixa eficiéncia, devido
a selecao de populacoes resistentes (MONTEIRO, 1994a; SATO et al., 2007). Além
disso, 0 uso de produtos de largo espectro provoca mortalidade dos acaros
predadores, o que contribui consideravelmente para o desequilibrio do
agroecossistema (MONTEIRO, 2001b; MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Por isso, torna-se importante a utilizacao racional e conjunta de todas as medidas de
controle disponiveis e vidveis, para que se consiga reduzir a utilizacao de
agrotéxicos. No mamao, isso ja vem sendo priorizado através da implantacdo do
“System Approach” como garantia quarentenaria contra a mosca-das-frutas,

objetivando atender as exigéncias dos Estados Unidos, maior importador da fruta.

Esse conceito, relativamente novo, integra varias praticas de pré e pos-colheita que
promovem a garantia de que o produto esta livre da praga-alvo. No Espirito Santo, a
aplicacao do System Approach permitiu que 0 mamao comecasse a ser exportado a
partir de 1998, abrindo fronteiras principalmente para a América do Norte e Europa
(MARTINS; MALAVASI, 2003). Vale ressaltar que esse programa esta diretamente

associado a outros dois programas importantes de manejo de pragas no Brasil, o



Manejo Integrado de Pragas (MIP) e a Producgéo Integrada de Frutas (PIF), todos
com o objetivo principal de melhorar a qualidade do produto final através do
emprego de multiplas taticas de manejo (MALAVASI; MARTINS, 2005).

No caso da PIF, j4 aplicado no pais em diversas frutiferas, os beneficios sao
evidentes ja que um dos obijetivos, que € a racionalizacdo no uso de agrotoxicos, foi
atingido com éxito. Na cultura do mamao, em pomares conduzidos segundo as
normas da PIF, a reducdo no uso de acaricidas e inseticidas foi de 35,7%, fungicidas
de 30% e herbicidas de 78%. Além disso, houve uma reducdo no custo de producao
de mamao em torno de 44% no campo e pés-colheita evidenciando que o emprego
de diversos métodos de manejo de forma integrada pode garantir uma producéo
segura e economicamente viavel (ANDRIGUETO; KOSOSKI, 2005).



2.2 ACARO RAJADO Tetranychus urticae (ACARI: TETRANYCHIDAE)
2.2.1 Biologia e Habitos

O &caro rajado T. urticae pertence a familia Tetranychidae que possui um grande
namero de acaros estritamente fitéfagos. Esses possuem uma caracteristica
importante e que afeta diretamente sua proliferagédo, reproducao e protecao, que é a
producado de teia, de forma abundante e proxima as nervuras da face inferior das
folnas mais velhas do mamoeiro. No Brasil, essa familia compreende muitas
espécies de importancia econdmica, porém T. urticae € a Unica espécie que
apresenta um grande numero de hospedeiros e causa sérios danos a muitos deles
(MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Sao haplo-dipléides, pois os machos sao produzidos por partenogénese arrendtica e
as fémeas através de reproducao sexuada, sendo que, machos e fémeas passam

pelas fases de ovo, larva, protoninfa, deutoninfa e adulto (FLECHTMANN, 1985).

Uma das caracteristicas mais importantes dessa praga € o grande potencial biético
que apresenta, podendo cada fémea dar origem a 60 ovos por postura, sendo seu
ciclo curto, variando de 5 a 20 dias para os machos e de 5 a 50 dias para as fémeas,
dependendo de fatores climaticos, como temperatura, por exemplo, que a medida
que aumenta diminui o ciclo. Assim como a temperatura, a umidade e o estado
nutricional da planta hospedeira também podem influenciar na duragao do ciclo do
acaro rajado (HELLE; SABELIS, 1985).

No Espirito Santo, sua presenca na cultura do mamédo esta relacionada
principalmente a periodos mais quentes e secos, 0 que ocorre na regiao Norte do
Estado entre os meses de maio a setembro, e também em veranicos que podem

ocorrer nos meses de janeiro e fevereiro (SOBRINHO et al., 1998).

O T. urticae apresenta grande dimorfismo sexual, onde a fémea, com 0,5 mm de
comprimento, € bem maior que o macho, com 0,25 mm. Apresenta dois pares de
manchas escuras no dorso, devido a cor do conteudo do ventriculo, visivel por
transparéncia do tegumento, dando um aspecto rajado, originando seu nome vulgar.
Seus ovos, arredondados, sdo postos préximos as nervuras e entre a consideravel

quantidade de teias formadas na face inferior das folhas do terco inferior da planta,



onde os danos sdo provocados (FLECHTMANN, 1985; MORAES; FLECHTMANN,
2008).

2.2.2 Danos

E uma praga chave na agricultura, principalmente por ser polifaga e cosmopolita,
atacando varias espécies de plantas em varias regides do pais e do mundo
(FLECHTMANN, 1985), e na cultura do maméao é considerada uma das pragas mais
importantes para as condi¢cées do Brasil (MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Essa praga em todas as suas fases causa danos, principalmente pelo ataque direto
em folhas mais velhas do tergo inferior das plantas, se localizando na face inferior da
mesma, préximo as nervuras, que lhes da condicbes propicias para seu
desenvolvimento e reprodugdo. No inicio, devido a perfuragdo das células
epidérmicas e parenquimatosas pelos estiletes, o conteldo celular extravasa, em
consequéncia da retracao dos estiletes, e esse liquido é entdo ingerido por succao
(JANSSEN et al., 1998; MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Os sintomas aparecem primeiramente como manchas cloréticas ou prateadas que
sado vistas também na face superior, €, em seguida, essas manchas tornam-se
amareladas e, posteriormente, necréticas com rompimento da parede levando a
reducdo da area fotossintética da planta, queda prematura das folhas e maior
exposi¢cdo dos frutos a incidéncia dos raios solares (OLIVEIRA, 1988; MARTINS;
COSTA, 2003).

Com isso, a perda na qualidade e produtividade afeta diretamente a comercializacao
do mamao, principalmente para aqueles destinados a exportacdo, sendo necessario
controlar ou, ao menos, conviver com essa praga na cultura, mantendo-a abaixo do
nivel de dano econémico (JANSSEN et al., 1998; COLLIER et al., 2004).



2.2.3 Formas de Controle

O controle quimico € o método mais utilizado para o controle do acaro rajado
(WATANABE et al.,, 1994), sendo altamente eficiente quando aplicado de forma
correta, podendo ocasionar 100% de mortalidade em adultos e formas jovens, e
100% de inviabilidade nos ovos dessa praga, com aplicacdo de acaricidas e
inseticidas (ALBUQUERQUE et al., 2003; FILHO et al., 2008).

Seu uso de forma inadequada e sem critérios pode levar a um desequilibrio total do
ambiente e da planta. Com isso varios problemas podem surgir em decorréncia do
uso indiscriminado de agrotoxicos, como por exemplo, altos niveis de residuos
téxicos nos alimentos e intoxicagcao de mamiferos, assim como seus efeitos sobre os
inimigos naturais e surgimento de populagdes resistentes, principalmente em acaros,
que, devido a sua biologia, selecionam individuos resistentes a aplicacdes
sucessivas de acaricidas (SATO et al., 2000; SATO, 2007).

No sentido de se desenvolver uma agricultura sustentavel e proporcionar aos
consumidores alimentos saudaveis, produzidos com comprometimento ambiental, é
de extrema importancia o estudo e a utilizacdo de métodos alternativos ao controle
quimico tais como o uso de cultivares tolerantes, feroménios, praticas culturais e
controle biolégico (VIEIRA et al., 2006).

Um grave problema é o surgimento de populacdes resistentes de T. urticae em
culturas onde o uso de agrotéxicos é realizado como Unica forma de controle e em
namero alto de pulverizagdes. Sato (2007) registrou a incidéncia de populacdes
resistentes de T. urticae ao principio ativo clorfenapir, em Sao Paulo, onde muitos
acaricidas contendo esse ingrediente ativo sao bastante utilizados em varias culturas

para controle dessa praga.

Uma alternativa € o controle biolégico, que é amplamente difundido e utilizado em
varios paises, apesar de ser em menor escala que o quimico, e, em T. urticae se
resume, principalmente, no uso de &caros predadores e entomopatégenos
(WATANABE et al., 1994; MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Quanto aos acaros predadores, varios autores tém relatado acéo satisfatéria. Um
dos exemplos de sucesso na utilizacédo foi constatado na regido Sul do pais, mais
precisamente em Vacaria-RS e Friburgo-SC, onde se utilizava muito o controle



quimico para o controle do acaro vermelho Panonychus ulmi e T. urticae na cultura
da maca, até o inicio da década de 90. Com a falta de critérios, monitoramento, falta
de rotacao de produtos e uso de agroquimicos de largo espectro de agdao, nenhum
acaro predador apresentava-se eficiente a ponto de limitar o desenvolvimento tanto
de P. ulmi quanto de T. urticae (MONTEIRO, 2001a, b).

A partir de 1992, com a liberagdo de um &caro predador fitoseideo Neoseiulus
californicus como alternativa ao controle quimico e dentro de um programa integrado
de manejo, a populacdo da praga foi suprimida a tal ponto de n&o serem
necessarias intervencées quimicas, reduzindo até em 90% o uso de acaricidas
nessa cultura (MONTEIRO, 2002).

Collier et al. (2004); Collier et al. (2007), com o objetivo de selecionarem acaros
predadores eficientes no controle de acaros fitéfagos na cultura do mamao,
constataram que apenas o acaro predador Neoseiulus idaeus Denmark & Muma
(Acari: Phytoseiidae) destacou-se por sua abundancia e freqténcia nas diferentes
épocas do ano no pomar de Linhares-ES. Sua presencga coincidiu principalmente
com as flutuacdes na abundéancia dos tetraniquideos, indicando sua utilizagdo como
agente de controle biolégico altamente promissor principalmente para T. urticae.

Quanto ao uso de microorganismos entomopatogénicos, alguns trabalhos séo
relevantes. Sdo menos utilizados para essa praga quando comparados com
produtos quimicos e acaros predadores. Entre estes microorganismos destacam-se
os fungos, virus e bactérias, porém outros grupos podem ser patogénicos ao acaro
(Van DER GEEST, 1985).

Tamai et al. (2002) avaliaram fungos entomopatogénicos visando o controle do
acaro rajado e obtiveram resultados promissores com isolados de Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae, com mortalidade corrigida acima de 80% e 90%,

respectivamente.

A acao de virus foi relatada pela primeira vez em 1955, por Muma, em populacdes
naturais de Panonychus citri (McGregor) na Flérida (Van DER GEEST, 1985).

Quanto ao uso de bactérias, alguns estudos na década de 70 com aplicacbes de
produtos comerciais a base de B. thuringiensis, especificos para lepidopteros,
evidenciaram diminuicdo na populagdo de acaros, porém, outros estudos revelaram
incremento na populacdo (KRIEG; LANGENBRUCH, 1981). Contudo, segundo Helle



e Sabelis (1985), o complexo esporo-cristal produzido pela bactéria, apresentando
as d-endotoxinas, ndo possuem efeitos em acaros, atribuindo a atividade téxica em

acaros a subprodutos do metabolismo das bactérias e ndo por suas proteinas.

Em contrapartida outras proteinas produzidas, as -exotoxinas, possuem claramente
uma atividade téxica em espécies de Tetranychidae (KRIEG, 1968; HALL et al.,
1971), porém sua atividade toxica a mamiferos e outros vertebrados fez com seu
uso fosse praticamente suspenso (GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000).

Vargas et al., (2001) confirmaram a toxicidade de [B-exotoxina em T. urticae e
Panonychus ulmi (Koch), tanto em fases jovens quanto em adultos, bem como a
reducado de sua fecundidade, demonstrando toxicidade direta e residual, indicando

sua possivel utilizacdo em nivel de campo.

Porém, Rojas (2006), citada por Polanczyk et al. (2008), obteve excelentes
resultados em Cuba, com pulverizacées de formulados a base de B. thuringiensis
(LBT-13) na cultura da batata para o controle do acaro branco P. latus com eficiéncia
superior a 85%. Esse mesmo isolado causou entre 83 e 90% de mortalidade em
adultos e 100% em ninfas do acaro-da-falsa-ferrugem Phyllocoptruta oleivora em
citros 72 horas ap6s a aplicagdo, sendo a acao téxica desse isolado devida a

atividade das é-endotoxinas.

Outra opcao que tem se mostrado viavel e com grande potencial de controle de T.
urticae é a utilizacao de extratos vegetais. Vieira et al. (2006), estudando sete
espécies de plantas, obtiveram resultados excelentes em alguns deles. Os extratos
aquosos de Mentha spicata x suaveolens (hortela menta) e Mentha piperita (hortela
pimenta) proporcionaram mortalidade igual a 90%. Extratos hidroalcoodlicos de
Calendula officinalis (caléndula) bem como extrato aquoso de Laurus nobilis (louro)
apresentaram mortalidades iguais a 87,5%.



2.3 BACTERIA ENTOMOPATOGENICA Bacillus thuringiensis

Em relacdo as bactérias entomopatogénicas, destaque para as do género Bacillus,
em especial a espécie B. thuringiensis.

O B. thuringiensis desenvolve-se em condi¢cdes aerdbicas, em meios artificiais
bastante simples. Sob certas restricbes, como auséncia de nutrientes ou acumulo de
metabdlitos indesejaveis, essa bactéria entra em processo de esporulacao durante a
fase estacionaria (GLARE; O'CALLAGHAM, 2000).

Existem vérias colecdes espalhadas pelo mundo e estima-se que 50.000 estirpes
sdo conhecidas. Entre estas, existem algumas que sao eficazes contra diversas
ordens de insetos (lepidopteros, dipteros e coledpteros) e contra outros grupos de
invertebrados (nematéides, acaros e protozoarios) (EDWARDS et al., 1988;
FEILTELSON et al., 1992; CRICKMORE et al., 1995).

2.3.1 Historico e Taxonomia

B. thuringiensis ¢ uma bactéria gram positiva, da familia Bacillaceae que produz no
momento de sua esporulacdo inclusdes protéicas cristalinas de diversas formas
responsaveis pela atividade téxica (MONERATT, 2004).

A primeira mencao a doencgas em insetos causada por esse tipo de bactéria data de
1902, quando Ishiwata no Japao descreveu uma bactéria esporulante responsavel
pela mortalidade do bicho-da-seda, Bombix mori e a chamou de Bacillus sotto. Em
1911, Berliner, na Alemanha, redescreveu a mesma bactéria isolada a partir de
lagartas da traca da farinha Anagasta kuhniella (Lepidoptera: Pyralidae) e, em 1915,
a chamou de B. thuringiensis, em homenagem a regidao de onde as lagartas foram
coletadas, em Thuringia, na Alemanha (WHITELEY; SCHNEPF, 1986; DIAS, 1992;
GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000).

As possibilidades de utilizacdo do B. thuringiensis foram logo reconhecidas em
controle biolégico e a Sporeina, uma formulacdo a base dessa bactéria, foi
produzida na Franca em 1938. A partir dos anos 1950, diversos paises, como a
Russia, a Checoslovaquia, a Franca, a Alemanha e Estados Unidos, comecaram a
produzir inseticidas biol6gicos a base dessa bactéria (WEISER, 1986).



2.3.2 Atividade Toxica

No inicio da esporulacdo, B. thuringiensis sintetiza uma grande quantidade de
proteinas com atividade inseticida. As proteinas acumuladas formam um corpo de
inclusao cristalina, por isso sdo denominadas proteinas Cry que sédo condicionadas
por genes cry (YAMAMOTO; DEAN, 2000).

Apés a ingestao da bactéria pelo inseto, os cristais sdo solubilizados em pH alcalino,
liberando as protoxinas que em presenca de enzimas digestivas (proteinases) sao
convertidas em 4 ou mais polipeptidios téxicos (6-endotoxinas). Essas toxinas
hidrolisadas atravessam a membrana peritréfica e ligam-se a receptores especificos
localizados na membrana apical das células colunares do intestino médio,
interferindo no gradiente ibnico e balanco osmoético da membrana apical formando
poros que aumentam a permeabilidade da membrana. O aumento na absorgao de
agua causa lise celular e eventual ruptura e desintegracao das células do intestino
médio baixando o pH do lumem, favorecendo a germinacdo dos esporos que
acarretara na septicemia e morte do inseto. A inibicdo da alimentacdo pode ocorrer
logo apds a ingestdo do esporo e da toxina da B. thuringiensis, provocando a morte
do inseto por inanicao (COPPING; MENN, 2000; GLARE; O'CALLAGHAM, 2000).

Além das toxinas do cristal, essa bactéria pode produzir outras toxinas, como a B-
exotoxina, também denominada thuringiensina, que é termoestavel, sendo produzida
por varias cepas deste patégeno e possui atividade inseticida contra uma ampla
gama de insetos. Porém, devido a sua toxicidade para mamiferos e outros
vertebrados, a maioria dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis, utiliza
subespécies ou isolados que ndo produzem a B-exotoxina. Também podem produzir
muitas exoenzimas que sao patogénicas para insetos. Essas toxinas podem destruir
a membrana peritrofica do inseto, danificando o epitélio intestinal. Recentemente, foi
descoberta uma nova classe de toxinas, as VIP’s ou proteinas vegetativas, com
elevada toxicidade para lepidépteros, incluindo Agrotis ipsilon, Heliothis virescens,
Helicoverpa zea, Spodoptera exigua e S. frugiperda (GLARE; O'CALLAGHAM,
2000).

As referidas toxinas causam paralisia do intestino e lise das células do epitélio do

intestino médio, de modo semelhante as proteinas Cry (YU et al., 1997). De acordo



com Rice (1999), analises do DNA feitas por PCR mostram que o gene que codifica
a toxina Vip 3A é encontrado em cerca de 30% dos isolados de B. thuringiensis.

Outra teoria que vem sendo debatida ha muitos anos é a acdo dos esporos na
toxicidade a pragas. Segundo Navon (1993), estudando insetos da ordem
Lepidoptera, observou que a causa principal da mortalidade era o cristal protéico e
qgue os esporos desempenhavam um papel secundario.

Ja Miyasono et al. (1994) constataram um aumento da atividade de uma solucao de
Bt, contendo proteina purificada, em 146 vezes com a adicdo de esporos no controle
de lagartas de Plutella xylostella, evidenciando o sinergismo que ocorreu.

Esta interacao positiva pode ocorrer tanto pela acdo de alguma toxina do esporo
quanto pela multiplicacdo de células vegetativas e ingestdo dos mesmos. Assim,
esses esporos podem atuar com a queda do pH no interior do inseto, penetrando na
parede do intestino, causando a morte por septicemia (GLARE; O'CALLAGHAM,
2000).

2.3.3 Uso de B. thuringiensis na Agricultura

B. thuringiensis pode ser considerado como o agente biolégico de maior potencial
para o controle de insetos-praga florestais, agricolas e vetores de doenca, gracas a
especificidade das od-endotoxinas aos artrdpodes-pragas, e sua inocuidade aos
vertebrados e meio ambiente, inclusive insetos benéficos e inimigos naturais
(KRIEG; LANGENBRUCH, 1981; GLARE; O'CALLAGHAM, 2000; MONNERAT et
al., 2000; PRATISSOLI et al., 2006), fazendo desse agente um componente-chave
em estratégias de manejo integrado de pragas (BRAVO; QUINTERO, 1993;
SCHNEPF et al., 1998). Além disso, pesticidas a base de proteinas Cry tém baixo
custo de desenvolvimento e registro, em relacdo a um novo agrotéxico (SCHNEPF
et al., 1998).

Bioinseticidas a base de B. thuringiensis tém sido usados em todo o0 mundo com
sucesso ha quase quatro décadas, correspondendo a cerca de 97% dos
bioinseticidas comercializados no mundo e apenas 1,5-2,0% do mercado total de
inseticidas (DIAS, 1992; TAMEZ-GUERRA et al., 2001; POLANCZYK et al., 2008).



Os produtos contendo toxinas especificas para lepidopteros sao, comercialmente, as
mais importantes, pois a maioria dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis
usados para controlar pragas agricolas é a base da estirpe HD-1 da subespécie
kurstaki, a qual tem alta toxicidade e amplo espectro de acdo dentro da ordem
Lepidoptera (NAVON, 1993). A maior parte do mercado de Bt (60-70%) é dirigida
para o controle de pragas florestais (Lymantria dispar nos EUA e Choristoneura spp.
no Canada), através de pulverizacdes aéreas, sendo o principal produto usado
nessas florestas (NAVON, 1993; Van FRANKENHUYZEN, 1993).

Para o sucesso no uso desse entomopatégeno na agricultura ou no controle de
pragas urbanas, se faz necessario o conhecimento detalhado do organismo que
estamos lidando. No caso de B. thuringiensis, a grande variabilidade genética
identificada entre os diferentes isolados leva a utilizacao de técnicas avancadas,
como a PCR (Reacédo em Cadeia da DNA Polimerase) que evidenciardo a presenca
dos genes responsaveis pela producédo das proteinas especificas, direcionando os
trabalhos de bioensaios e possibilitando o seu uso de forma segura e especifica, ou
seja, em pragas que tais cristais irdo ou poderao atuar com comprovada eficiéncia
(BRAVO et al., 1998; CERON et al., 1995; VILAS-BOAS, 2002; LIMA et al., 2002).

Com essa técnica, fragmentos especificos de DNA sdo amplificados e,
posteriormente, verificados quanto a presenca ou nao do(s) gene(s) em estudo
(GLARE; O'CALLAGHAM, 2000). Essa identificacdo por PCR prediz parcialmente a
atividade téxica de determinado isolado a praga especifica. E um método seguro e
rapido e pode substituir bioensaios preliminares para uma cole¢cdo de isolados
(PORCAR; JUAREZ-PEREZ, 2003).

Muitos trabalhos sao realizados com esta finalidade evidenciando a importancia da
técnica (CAROZZI et al., 1991; FATORETTO et al., 2007; GITAHY et al., 2007;
MONNERAT, 2004; BRAVO et al., 1998; PORCAR; JUAREZ-PEREZ, 2003; ALY,
2007).



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI), situado no Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo, em Alegre — ES.

Criacao de Tetranychus urticae

A criacao estoque de T. urticae foi mantida no Laboratério de Entomologia. Adultos
de T. urticae foram coletados em campo sob folhas de maméao Carica papaya L., no
municipio de Linhares em julho de 2006. No laboratério foram transferidos para
folhas de feijao-de-porco Canavalia ensiformis DC. mantidos em pratos plasticos (20
cm de diametro), sob manta acrilica umedecida com agua destilada e coberta com
papel filtro. Esses pratos contendo os acaros foram mantidos em camaras
climatizadas reguladas a temperatura 26 + 1 °C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 h. As
folhas foram renovadas num intervalo de 5 a 7 dias.

Testes de patogenicidade de B. thuringiensis em T. urticae

Foram utilizados 120 isolados de B. thuringiensis cedidos pelo Laborat6rio de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), junto ao Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuéria na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Campus de Jaboticabal-SP. Os isolados dessa colegcdo, coletados em solo e
provenientes de diferentes locais (Quadro 1), foram estocados em fitas de papel filtro
impregnados com uma suspensao de esporos e mantidos em tubos eppendorf no
Laboratério de Entomologia do NUDEMAFI a 4 °C.



Isolados Locais de coleta Isolados Locais de coleta Isolados Locais de coleta Isolados | Locais de coleta
1077 B Boa Esperanca-MG | CST seiva Sete Lagoas-MG 1043 W Coqueiral-MG SP5 Indefinido

886 F Indefinido 1043 N-V Coqueiral-MG R112 ltapeva-SP 27.7L Indefinido

941D Sacramento-MG CST 23.10 Indefinido 34.7L Indefinido 1130 B Jatai-GO

1024 A Teixeiras-MG 1048 NM Coqueiral-MG 977 B Uberaba-MG 9.7L Indefinido

1044 CN-V Coqueiral-MG 775 G Gurolandia-SP 805 B2 Vigosa-MG 928 Ervalia-MG

948 G Ervalia-MG 1078 Boa Esperanca-MG | SP 16 Indefinido 858 EC Patos de Minas-MG
1052 B Coqueiral-MG 1044 CV-N Coqueiral-MG MS 2 Indefinido 1010 J Uberaba-MG

868 G Pres. Olegério-MG | LMJ4A Indefinido 969 A Uberaba-MG 852 F Vicosa-MG

R 61 Capao Bonito-SP 857 AC2 Lagoa Formosa-MG | Br 42 Minas Gerais 857 CD Lagoa Formosa-MG
1001 Uberaba-MG 1005 Uberaba-MG 1010 F Uberaba-MG 888 AD Ervdlia-MG

862 C Patos de Minas-MG | 1074 B Coqueiral-MG 4D4 Indefinido E 15 Goiania-GO

1002 B Sacramento-MG 1039 C Coqueiral-MG 867 BC Lagoa Formosa-MG | Br 75 Indefinido

862 DE Patos de Minas-MG | 1075 C Coqueiral-MG 1038 K Coqueiral-MG SER 3 Indefinido

927 R Vigosa-MG T14001 Inst. Pasteur-Paris | 933 E Vigosa-MG 1000 Uberaba-MG

872 B Paranaiba-MG 1030 A Coqueiral-MG Br 4 (Br 25) Pantanal-MT Br 34 Indefinido

R 89 Capéo Bonito-SP 985 Sacramento-MG 878 B Patos de Minas-MG S 109 Indefinido

775 C Gurolandia-SP 937 H2 Uberaba-MG 83.26A Jaboticabal-SP 858 AA Patos de Minas-MG
cuB.4 Indefinido 862 CF2 Patos de Minas-MG | R5 Campinas-SP 814 B Ervélia-MG

1000 Q Uberaba-MG 971 Uberaba-MG R 251 Campinas-SP 1000 A Uberaba-MG

Br 35 Indefinido 16.7 L Indefinido 8.7L Indefinido RN 1 Parelhas-RN
SEIVA1/1002 Y Sete Lagoas-MG R 253 Campinas-SP 1012 Uberaba-MG 927 A9.15 | Vicosa-MG

S 1328 Indefinido 1075 D Coqueiral-MG 10.7L Indefinido 2.18A Macei6-AL

E 14 Poco Verde-SE 1075 A Coqueiral-MG S 646 Indefinido R 186 Séo Paulo-SP
76.25 A Jaboticabal-SP 810 B Ervalia-MG S 165 Indefinido 858 H Patos de Minas-MG
R 239 Campinas-SP 1010i Uberaba-MG R 276 Campinas-SP 1077 A Boa Esperanca-MG
PR 13 Indefinido 36.7L Indefinido sps1 (Bti ES) Indefinido 979 C Vigosa-MG

816 A Ervalia-MG R 238 Campinas-SP S 244 Indefinido PR 7 Chapec6-PR

1009 K Uberaba-MG SP 13 Capivari-SP 1009 SLR Uberaba-MG Br 19 Ribeirdo Preto-SP
766 B Campo Grande-MS | CUB.1 Indefinido 977 FA Uberaba-MG 1034 F Sacramento-MG

R 43 Capéo Bonito-SP RS 1 Gramado-RS 100.27 A Jaboticabal-SP LMJ 7A Indefinido

Quadro 1 - Isolados e local de origem de B. thuringiensis utilizados no experimento - (LGBBA) UNESP/Jaboticabal-SP




Para os testes de patogenicidade, foram preparadas suspensdes de B. thuringiensis,
contendo 3 x 108 esporos viaveis/mL de 4gua destilada autoclavada. Esses isolados
foram multiplicados em meio de cultura BHI (infusdo de cérebro e coracao) a 30 °C,
sob agitacdo orbital a 180 rpm por 48 horas. Apds a lise bacteriana, a mistura
contendo esporos, cristais e células vegetativas foram submetidos a trés
centrifugacdes consecutivas de 5.000 rotagdes por minutos (RPM) por 20 minutos,
eliminando-se o sobrenadante. Posteriormente a esta etapa, uma aliquota de 1 mL
de uma suspensao contendo 10 mL foi diluida 1000 vezes em agua destilada
autoclavada, e a concentracdo de esporos foi determinada conforme método
descrito em Alves e Moraes (1998).

Discos de folhas de feijao-de-porco de 4,5 cm de didmetro foram imersas durante 5
segundos nas suspensdes previamente preparadas. A testemunha foi imersa em

agua destilada.

Apbés a imersao nas suspensdes, os discos foram colocados para secar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida cada disco foi acondicionado
sobre uma pequena placa de isopor fixado no centro de uma placa de gerbox
(didmetro de 6 cm) por um alfinete colado com silicone, deixando-se um disco por

placa.

Apls essa etapa, foram transferidas 10 fémeas adultas de T. urticae por disco. As
avaliagbes foram feitas cinco dias apds a transferéncia, anotando a mortalidade
observada em cada folha, considerando morto todo acaro que, com o toque de um
pincel, apresentava movimento limitado, ou seja, que se locomovia a uma distancia
inferior ao proprio corpo. Cada gerbox foi considerado uma repeticdo, sendo o
bioensaio constituido de 8 repeticdes. Os bioensaios foram conduzidos em camara
climatizada a temperatura de 26 + 1 °C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 h.

Os dados foram corrigidos pela férmula de Abbott (1925), submetidos a analise de
variancia e as médias submetidas ao teste de Scott — Knott ao nivel de 5%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados evidenciam que ha efeito de B. thuringiensis sobre T. urticae
(F = 4,675; P < 0,05; g.L. = 847). Entre os isolados testados, 4 (3,33%)
apresentaram mortalidade corrigida superior a 40,00%, 23 isolados (19,16%) entre
23 e 40,00% e 93 isolados (77,50%) com mortalidade inferior a 23,00%.

Os resultados evidenciam a grande variabilidade de resultados encontrados em
pesquisas envolvendo selecdo e acao téxica de B. thuringiensis (Tabela 1). Prova
disso é que alguns estudos, utilizando produtos formulados especificos para
lepidépteros, evidenciaram alguma diminuicdo na populacdo de acaros, porém,
outros revelaram incremento na populacao (KRIEG, 1981).

Polanczyk et al. (2004), estudando a atividade de diversos isolados de B.
thuringiensis para o controle de S. frugiperda, uma das pragas mais importantes da
agricultura brasileira, principalmente em algodao, alfafa, amendoim, arroz, aveia,
batata, batata-doce, cana-de-agucar, hortalicas, milho, soja e trigo, observaram
mortalidade maxima de 45%. Silva-Werneck et al. (2000), estudando 205 isolados
de B. thuringiensis apenas um apresentou 100% de mortalidade. Em contrapartida,
Fatoretto et al. (2007), testando 115 isolados na mesma praga, obtiveram 41
isolados com 100% de mortalidade e 16 entre 75 e 90%.

Para Diatraea saccharalis, considerada a praga mais severa da cultura da cana-de-
acucar, apenas um entre cinco isolados testados apresentou 100% de mortalidade,
o segundo melhor isolado matou 69,10% das lagartas e os outros trés isolados
apresentaram mortalidade inferior a 3,00% (GITAHY et al., 2007).



Tabela 1 - Mortalidade corrigida (xtEP) de acaro rajado Tetranychus urticae por diferentes isolados de Bacillus thuringiensis

Isolados de B. Mortalidade Isolados de B. Mortalidade Isolados de B. Mortalidade Isolados de B. Mortalidade
thuringiensis corrigida £ EP thuringiensis corrigida + EP thuringiensis corrigida £ EP thuringiensis corrigida + EP
(%) (%) (%) (%)

1077 B 54,89 + 6,73 A | CST seiva 22,68 +4,36 C | 1043 W 1752+3,37C |SP5 14,04 + 3,64 C
886 F 54,89 £7,01 A | 1043 N-V 22,16 £7,18C | R 112 1752+276 C | 27.7L 14,04 + 3,64 C
941D 51,03 £3,23 A | CST 23.10 22,16 £6,63C |34.7L 17,52+ 3,37C | 1130B 14,04 £ 3,64 C
1024 A 45,87 +3,77 A | 1048 NM 21,39+3,34C | 9778B 17,52+3,37C |9.7L 14,04 + 3,64 C
1044 CN-V 34,27+3,87B | 775G 21,39+549C |805B2 16,62+ 3,33C | 928 14,04 + 6,60 C
948 G 32,98 +£551B | 1078 21,39+£1,89C | SP 16 16,62 +3,85C | 858 EC 13,65+1,89C
1052 B 31,70+ 1,89 B | 1044 CV-N 20,87 +6,60C | MS2 16,62+4,32C | 1010J 13,14+ 3,47 C
868 G 31,70+ 3,34 B | LMJ4A 20,10+ 3,77C | 969 A 16,23+3,04C | 852F 13,14 +4,84 C
R 61 30,79+£4,70 B | 857 AC2 20,10 £3,77C | Br42 15,72 +5,07C | 857 CD 12,75+ 3,14 C
1001 30,41 £3,77B | 1005 20,10£4,25C | 1010 F 15,72+ 3,78 C | 888 AD 12,75+ 3,14 C
862 C 28,22+9,57B | 1074 B 20,10+ 3,77 C | 4D4 15,72+5,07C |E15 12,75+ 3,14 C
1002 B 27,83+£3,90B |1039C 20,10+ 3,77C | 867 BC 15,33+3,52C | Br75 12,37 £1,95C
862 DE 27,83+584B |1075C 20,10 £3,23C | 1038 K 15,33+3,52C | SER3 11,85+£3,98 C
927 R 27,83+2,76 B | T14001 18,81+454C | 933 E 15,33+4,02C | 1000 11,46 +3,12C
872 B 27,83+4,36 B | 1030 A 18,81 +£3,04 C | Br 4 (Br25) 15,33+4,47C | Br34 11,46 +2,44 C
R 89 27,83 +£3,90B | 985 18,81 £4,10C |878B 15,33+4,47C | S109 11,46 £3,12C
775 C 27,83 +£3,90B | 937 H2 18,81 +3,04 C | 83.26A 15,33+ 3,52 C | 858 AA 10,95+ 3,75 C
cuB.4 27,83+1,95B | 862 CF2 18,81+234C |R5 15,33+4,47C | 814B 10,56 + 3,41 C
1000 Q 26,54 £3,04B | 971 18,81 £4,10C | R 251 15,20 £5,87C | 1000 A 10,18 £3,03C
Br 35 26,54 £3,04B |16.7L 18,81 £3,04 C | 8.7L 1494 +258C | RN 1 9,79+1,69C
SEIVA1/1002Y 26,54 +6,59B | R253 18,81 +3,04C | 1012 14,94 + 3,23 C | 927 A9.15 9,66 + 3,65 C
S 1328 25,64 +£550B |1075D 18,81+234C | 10.7L 1494+323C |2.18A 9,66 +4,14 C
E 14 2525+542B | 1075 A 18,81 £1,29C | S 646 14,94 +323C | R 186 9,66 £3,65C
76.25 A 25,25+3,77B |810B 18,29+511C | S 165 14,94 +323C | 858H 9,27 +2,64 C
R 239 24,35+4,44B | 1010i 17,91+3,61C | R276 14,81 +£499C | 1077 A 8,76 +4,31 C
PR 13 23,96 +2,71B |36.7L 17,91 £4,54 C | spsi1 (Bti ES) 14,43+3,39C |979C 8,37 £3,48C
816 A 23,96 £2,71B | R238 17,52 +3,90C | S244 14,43+391C |PR7 7,98 £2.36 C
1009 K 22,68 +3,90C | SP 13 17,52+ 3,37 C | 1009 SLR 14,43+391C | Br19 7,47 + 3,63 C
766 B 22,68 £3,37C | CUB.1 17,52 +£4,36 C | 977 FA 14,43+4,78C | 1034 F 7,08+257C
R 43 22,68+436C | RS 1 17,52 +2,76 C | 100.27 A 1443+4,78C | LMJ7A 6,70+ 1,93C

Médias seguidas por mesma letra n&o diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Scott — knott



Glare e O’callaghan (2000) citam que, em trabalho realizado em laboratério, por
Temeyer (1984), algumas espécies de acaros apresentaram suscetibilidade a B.
thuringiensis var. israelensis, que sao eficientes contra dipteros. Porém, neste
trabalho, os dois isolados especificos para dipteros deram resultados abaixo de 20%
de mortalidade (T14001 com 18,81% e sps1 (Bti ES) com 14,43%).

Segundo Rojas (2006), citada por Polanczyk et al. (2008), apenas uma estirpe de B.
thuringiensis (LBT-13) é citada como eficiente em trés espécies de acaros em Cuba
(Phyllocoptruta oleivora, P. latus e Tetranychus tumidus), causando mortalidade que
varia de 70 a 100% dependendo da espécie em aplicacdes do produto formulado

com a bactéria em cultivos comerciais.

Essa possibilidade de ampla variagao de resultados pode ser devido a varios fatores
inerentes a atividade téxica de B. thuringiensis, tais como: estabilidade da protoxina,
solubilizacdo dos cristais, processo proteolitico, auséncia e alteracbes dos
receptores especificos nas células epiteliais do intestino médio (GARCIA et al.,
1982, Van FRANKENHUYZEN, 1993, FIUZA et al., 1996, PEYRONNET et al., 1997),

evidenciando a sua complexa acéo.

A presenca de duas ou mais toxinas € comum em estirpes de B. thuringiensis e isso
também pode resultar em interacdo, negativa ou positiva, classificada aqui de
acordo com Benz (1971):

1 — Sinergismo independente: € um sistema onde os dois componentes atuam
de maneira independente, sem interferéncia entre eles.

2 — Sinergismo suplementar: é um sistema com dois componentes efetivos
que em conjunto produzem um efeito maior que a soma algébrica dos efeitos
independentes.

3 — Sinergismo subaditivo: € um sistema onde os dois componentes atuando
em conjunto produzem um efeito maior que o sinergismo independente, porém
menor que a soma algébrica dos dois efeitos individuais.

4 — Efeito aditivo: € um sistema onde os dois componentes atuando em
conjunto produzem um leve incremento no seu efeito, em relagdo a atuagdo dos
componentes individuais, porém insuficiente para ser considerado sinergismo.

5 — Antagonismo: € um sistema onde a interacdo dos elementos produz um

efeito menor do que suas atuacOes individuais. Nesse caso, a interacdo €



considerada negativa, enquanto que nos outros quatro exemplos, acima citados, €

considerada positiva.

Para avaliar a interacdo entre os isolados utilizados nos experimentos, foi realizado
um teste onde os quatro isolados mais eficientes (1077 B e 886 F com 54,89%; 941
D com 51,03% e 1024 A com 45,87% de mortalidade corrigida) foram preparados
em conjunto em todo o processo de multiplicacdo, conforme metodologia utilizada
nos demais testes. Foi observada mortalidade corrigida de 46,25%, indicando que
nao ha incremento. Porém, o estudo dessas interagcdes tem um elevado grau de
complexidade e as respostas sinérgicas sao raras, mesmo em laboratério
(KOPPENHOFER; KAYA, 1997). As mesmas dificuldades, até em maior grau, sdo

observadas em campo.

Essa interacdo pode ocorrer também entre proteinas e esporos, como constatado
por Miyasono et al. (1994) que comprovou o aumento da eficiéncia de uma solugcao
de B. thuringiensis com proteinas purificadas apés a adicdo de esporos. A presenca
de esporos apresenta grande importdncia na patogenicidade da bactéria,
aumentando sua atividade téxica (COPPING; MENN, 2000). Polanczyk et al. (2003),
por exemplo, comentam que a acao de produtos a base de B. thuringiensis agem
devido a atividade tbéxica da proteina e dos esporos, dai os produtos serem

formulados sempre com a mistura e nao apenas com toxinas.

Uma forma eficiente de evitar o efeito da interacdo negativa entre toxinas diferentes
€ a purificacdo, ou seja, isolamento e producado de solucdo contendo apenas a
toxina especifica ao artropode alvo, eliminando-se assim a influéncia de outras
toxinas como as VIP’s e as exotoxinas (POLANCZYK, 2004; ARANDA et al.,1996;
BOHOROVA et al., 1997), além de possibilitar a avaliacao de sua atividade isolada.

As proteinas Cry5Aa e Cry5Ab, Cry6Aa e Cry6Ba e Cry12Aa sao descritas como
ativas contra acaros (HOFTE; WHITELEY, 1989; MONNERAT; BRAVO, 2000;
CRICKMORE et al., 2008), sendo portanto interessante a tentativa de se formular
produtos contendo apenas essas proteinas para realizacdo de experimentos em T.
urticae. Para isso, pesquisas futuras envolvendo a caracterizagdo molecular séo
importantes para se determinar as proteinas envolvidas na atividade téxica dos

isolados testados



Quanto a relagdo das proteinas Cry com receptores especificos presentes nas
microvilosidades das células epiteliais do intestino médio, existe muita controvérsia,
pois essa interacdo engloba inimeros processos quimicos e metabdlicos, onde,
qualquer alteracdo em um desses processos pode ocasionar uma maior ou menor
atividade téxica. Alguns autores consideram que ha uma correlacéo positiva entre a
ligacdo da toxina no receptor intestinal e a toxicidade (HOFMANN et al., 1988; VAN
RIE et al., 1989; FIUZA et al., 1996). Em contrapartida outros autores descrevem
gue o reconhecimento do receptor € necessario, mas nao é suficiente para provocar
a toxicidade (WOLFERSBERGER, 1990), conforme Aranda et al. (1996) que
afirmaram nao existir relacdo entre a capacidade de ligacdo aos receptores e a
toxicidade, considerando ainda que a atuacao da proteina € um processo complexo,
no qual a ligagdo com um receptor € uma etapa necessaria, mas insuficiente para
conferir atividade inseticida.

Os resultados demonstram que ha atividade téxica de B. thuringiensis no acaro
rajado, porém ainda devem ser realizados varios trabalhos em laboratério para se
chegar a niveis mais elevados de mortalidade. Posteriormente, devem-se procurar
alternativas para os testes, tais como caracterizar geneticamente os isolados para a
deteccdo de proteinas, purifica-los para apresentarem apenas as toxinas de
interesse e, por fim se testar produtos formulados mais puros e estaveis as

condicoes ambientais, principalmente no que diz respeito a persisténcia da bactéria.



5 CONCLUSOES

Ha evidéncias da acao de Bacillus thuringiensis em Tetranychus urticae.

Os isolados que apresentam maior mortalidade (1077 B, 886 F, 941 D e 1024 A) séao
considerados promissores para pesquisas futuras no uso de B. thuringiensis em T.
urticae.
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