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[NTRODUGAO

0 uso de agentes biologicos para o combate de in-
setos, tem recebido uma grande consideragao nas estraté-
gias de Manejo Integrado de pragas. Relativamente sao
poucos os patdgenos de insetos explorados como  agentes
de controle, embora o nimero de especies isoladas e fden
tificadas seja enorme, indicando assim a falta de conhe-
cimentos profundos sobre a maioria dessas -espécies.

Bacillus thuringiensis, gram positivo, aerobio e
formador de esporo, tem recebido a malor atengao nas in-
vestigagoes em relagdo aos demais entomopatogenos. As
descobertas de diferentes variedades dessa bactéria cris
talTfera revela a possibilidade de ocorréencia de evolu -
¢do e adaptagao desse patogeno dentro de uma grande gama
de hospedeiros acompanhadas por evidente patogenicidade
seletiva (ANGUS, 1956; STEINHAUS, 1960; VANKOVA,  1964;

l bt ivmneldadaea Cetadimml Ae Camininae P
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GRIGOROVA, 1964; SHAIKH & MORRISON, 1966). Os insetos co
nhecidos como susceptfvels a este bacilo até 1968 eram

cerca de 150 espeécies (ANGUS, 1968). Apds 6 anos ja se
conhecia 184 especies (FAUST, 1974). Portanto, acredita-
se que o nimero atual de espécies susceptiveis as  suas
diferentes variedades seja bem malor. Surgiram assim,
varios trabalhos -ubre a patogenicidade de diferentes va
riedales e sorotipos desse bacilo e sobre os niveis de
susceptibilidade em diferentes espécies das regides tem-
peradas (MORRIS, 1963, 1969a, 1969b; IGNOFFO et alii,
1964; VANKOVA, 1964; ANGUS, 1967; HABIB, 1968, 1982;
AFIFY et alii, 1970a; SALAMA et alii, 1981). Porém, pou-
cos sao os estudns com entomofauna neotropical e subtro-
pical.

A importancia econdmica de Alabama argillacea como
praga de algodao foi relatada ultimamente por HABIB
(1976, 1977 e 1978) e mais recentemente por KASTEN (1980).
FIGUEIREDO et alii (1960), IGNOFFO et alii (1964) e HA-
BIB & FAVARO (1981) através de estudos preliminares reve
laram a alta susceptibilidade de larvas desse noctuideo
a formulagoes comerciais de produtos 3 base de B. thurin
giensis.

0 presente trabalho foi desenvolvido com o objeti-
vo de avaliar a susceptibilidade de larvas de 4. argilla

cea ao B. thuringiensis var. kurstaki e verificar os
efeitos histopatologicos e sintomas decorrentes de in-
fecgao.

MATERIAL E METODOS

Trés produtos comercials a base de B.<t. var.
kurstaki foram utilizados nestes estudos, todos com viru
léncia de 16.000 Ul por miligrama (Dipel, Thuricide e
Bactospeine) além do Isolado Zoocamp-78, também & base
do mesmo sorotipo (H:3a-3b). A viruléncia desse Isolado

fol determinada como 39.000 Ul/mg em larvas de Tricho-
plusia nt.
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A criagdo de estoque do curuqueré foi mantida de
acordo com HABIB (1976, 1977). Larvas do 52 estadio fo-
ram usadas nos bio-ensalos de susceptibiliuade. Tais lar
vas recebiam dosagens equivalentes a 300 g, 500 g, e
1000 g/ha de cada um dos diferentes preparados. Para ca
da dosagem 60 larvas eram usadas e distribufdas em 6 re-
cipientes 10/cada). Cada grupo de 10 individuos rece-
bia 8,4 cm? de folha de algodao contendo a quantidadecal
culada do patégeno equivalente a cada dosagem. A bacte-
ria foi aplicada na area foliar em forma de suspensao
em agua destilada a base de 10 ul por 8,4 cm? de folha,
e distribufda com o auxflio de alga de platina. Apds a
secagem natural, a folha tratada era colocada no vidro
junto com as 10 larvas. Consumido totalmente o alimen
to, quantidades suficientes de folhas nao tratadas eram
oferecidas. Antes de cada tratamento, as larvas  foram
pesadas para possibilitar os calculos de dose por unida-
de de peso do inseto. Para o controle (testemunha), 60
larvas do 59 estadio foram usadas.

Para os estudos histopatologicos, em larvas do 5%
estadio, técnicas usuais de histologia em parafina foram
aplicadas. 0s cortes foram corados com hematoxilina e
diferenciados por eosina. A espessura dos cortes foi de

7 um.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomatologia externa

Embora os sintomas da infecgao nas larvas de A.
argillacea enquadrem-se no contexto geral descrito para
infecgoes causadas por B. thuringiensis, a cronologia
dos diferentes sintomas variou de acordo com as dosagens
aplicadas.

A perda de apetite e consequente parada alimentar
foram os sintomas Inicials da bacteriose. Tais sintomas
e obcervados a partlr de 20 a 60 minutos apds n-
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gestao devido a disturbios flSlologlcos causados  pela
agao toxica da € - endotoxina nas células epiteliais do
intestino medio.

A partir de aproximadamente 6 horas, as larvas so-
friam regurgitagao e diarreia, indicando efeitos e alte-
ragoes mais acentuados com reflexos no estomodeo e proc-
todeo.

0 tegumento das larvas infectadas comegou a perder
o seu brilho tipico, adquirindo aspecto opaco a  partir
de 12 horas, indicando possivel ocorréncia de alteragces
a nivel dos tecidos e hemolinfa. Posteriormente, as lar
vas perdiam a agilidade respondendo lentamente a estimu-
los externos. Esta fase foi acompanhada por alteragoes
mais acentuadas na coloragao do tegumento, que adquiria
tonalidades entre creme e marrom. Na sequéncia, o tegu-
mento escurecia cada vez mais a partir de manchas pretas
na regiao mediana do corpo (figura 1), expandindo-se pe-
lo resto, dando aspecto de larvas carbonizadas.

0 acumulo de alimento mal digerido no |ntest|n0Jun
to com a parada alimentar indicam a ocorréncia de tlpnca
paralisia intestinal. Entretanto, a resposta aos esti-
mulos, embora reduzida, revela a nao ocorréncia de para-
lisia geral ate a morte.

As larvas infectadas morriam a partir de 24 horas
e os sintomas pos-mortais desencadeavam-se rapadamente
Com frequencia, a morte ocorria no estagio de pré-pupa,
também com aspecto carbonizado (figura 2). Tal aspecto
por ser bem tipico, facilitaria as avaliagoes de eficién
cia no campo, apos aplicagoes de produtos a base desse
bacilo.

Histopatologia
As larvas do 5% estagio de A. argillacea infecta-

das pela dose equivalente a 8.000 Ul/ha sofreram as se-
guintes alteragoes histologlcas:
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FIGURA 1 - Sintomas externos pré-mortais em larvas de 4.
argillacea infectadas por B. thuringiensis.

FIGURA 2 - Sintomas pré- e pos-mortais em pré-pupas de
A. argilllacea infectadas por B. thuringien
sis.
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0s efeitos iniciais apos 6 horas da ingestao, no
intestino médio, incluiram condensagao de cromatina nas
celulas epiteliais, deslocamento dos nlicleos para o ex-
tremo basal das células e o aumento de vacuolizagao cito
plasmatica. Em seguida o mesentéria sofreu relaxamento
dos musculos circulares e longitudinais alem de desloca-
mento da membrana basal com abandono das celulas epite-
liais (figura 3A).

Apos 12 horas da lngestao do patogeno, a musculatu
ra intestinal mostrava-se mais relaxada ainda, juntamen-
te com dissociacao das células epiteliais e afastamento
maior da membrana basal (figura 3B).

Sinais de autolise nas células epiteliais, infcio
de destruigao da membrana peritrofica, indicada pelo ali

mento em contato direto com o epitélio, e deaeneragao
dos nicleos foram observados 18 horas apds a infecgao
(figura 3C).

Apos 24 horas, as paredes das células epiteliais
nao eram mais detectaveis e a destruicao do epitélio era
total, pois encontravam-se apenas restos de tecidos vege
tais nao digeridos misturados com vestigios celulares es
palhados na luz intestinal (figura 3D). -

Observacoes de alteragoes semelhantes foram feitas
em outras especies de insetos, tais como larvas de Bombyx
mori (HEIMPEL & ANGUS, 1959), Galleria mellonella (HO-
OPINGARNER & MATERU, 1964), Ostrinia nubilalis (SUTTER
& RAUN, 1967), T. ni (BROERSMA & BUXTON, 1967)e 4nagasta
kuhnie’La (HABIB, 1968)

Os efeitos da bacteriose ocorreram de uma forma
mais acentuada nas glandulas labiais, apenas a partir de
12 horas apos a |nfecg50 Condensacao de cromatina nos
nucleos foi o primeiro sinal, junto com infcio de degene
ragao da membrana peritoneal e separagao entre algumas
celulas do epitélio (figura 4A). Em larvas fixadas 24
horas apos a infecgao, total degeneragéo da membrana pe-
ritoneal, destruicao da regiao basal da células e desin-
tegracao das paredes celulares eram os sintomas observa-
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As alteragoes observadas nas glanduias devem ter
ocorrido como consequéncia indireta da bacteriose devido
as mudangas fisioquimicas da hemolinfa no inseto doente.
Dados semelhantes foram obtidos por HABIB (1968) e AFIFY
et alii (1970b) em glandulas salivares de 4. kuhniella
infectadas pela mesma bactéria.

Os tubulos de Malpighi foram os menos afetados pe-
la doenca em relagao aos demais 6rgaos. As alteragoes
mais visiveis eram condensagao de cromatina nos nicleos
com vacuolizagao acentuada e diminuicao do volume celu-
lar (figura 5).

Em relagcao aos ganglios nervosos, condensacdo de
cromatina e diminuigao das células nervosas, tanto ima-
ginais como larvais, ocorreram:-durante as primeiras 12
horas da infeccao. Degeneragao das células nervosas lar
vais e destruicao do neurolema foram observadas apos 18
horas. A neuropila mostrou-se dissociada, o neurolema
degenerado e as ceélulas nervosas totalmente amorfas (fi-
guras 6A, B e C).

FIGURA 5 - Alteragoes histoldgicas em tlbulos de Malpi-
ghi de larvas de A. argillacea infectadas por
B. thuringiensis (24 horas apos).
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Além das alteragoes detectadas na musculatura peri
mesentérica, os misculos esqueléticos também foram afe-
tados, embora indiretamente, pela bactéria. Dissociacao
das fibrilas indicando relaxamento muscular, com degene-
ragao do sarcolema, foram as alteragoes mais acentuadas
(figuras 7A e B).

0 tecido adiposo, seja subcutaneo ou visceral, so-
freu redugio drastica e praticamente nao existia apés 18
horas da infecgao. Esse sintoma ocorre normalmente  em
insetos que passam por deficiéncia alimentar ou jejum
forcado. Condensagao de cromatina e degeneragao da mem-
brana conectiva e paredes celulares compuseram os sinto-
mas finais no tecido adiposo remanescente, antes da mor-
te.

Susceptibilidade e viruléncia

Foram estabelecidas 3 dosagens, equivalentes a
1000 g, 500 g, e 300 g/ha, de cada um dos produtos (Di-
pel, Thuricide e Bactospeine), além do isolado Zoocamp -
78. Baseando-se nos produtos comerciais_(com viruléncia
de 16.000 Ul/mg) e no consumo de 0,84 cm? de folha trata
da por larva, tais dosagens correspondem a 134, 67 e 4o
Ul por larva respectivamente. Como a larva do 5°¢ esta-
dio de A. argillacea pesou em média 0,124 g, as  mesmas
dosagens correspondem a 1081, 541 e 323 Ul/g do inseto
tratado. Os hioensaios foram baseados em critérios de
tempos letais para evitar possiveis distorgoes em conse-
quéncia da heterogeneidade genética (28 geragao no labo-
ratorio). Uma progressao geométrica fol estabelecida pa
ra os tempos de avaliagao.

0 quadro | mostra as respostas de larvas do 59 es-
tagio de A. argillacea as dosagens mencionadas. 0 isola
do Zoocamp-78, para a primeira dose, teve o efeito pato-
génico mais rapido, quando comparado com os 3  produtos
comerciais, revelando um tempo letal mediano (TLSO) de
29,57 horas. No segundo lugar, encontra-se o produtobel
ga Bactoespeine, atingindo um TlLgg de 31,90 horas. Osdois
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produtos norte-americanos Thuricide e Dipel, ocuparam o
altimo lugar sem diferenga significativa, com TLsgg de
33,27 e 33,52 horas respectivamente.

0 isolado Zoocamp-78 usado no presente trabalho,
foi fermentado e formulado como amostra por processo in-
dustrial nos laboratorios Abbott (EUA) sendo possivel,
portanto, uma comparagao entre seu potencial e o do Di-
pel, produzido pelo mesmo laboratorio. A viruléncia des
se produto & de 16.000 Ul/mg contra larvas de T. ni. Tal
produto atingiu um TL50 de 33,52 horas em larvas de A.
argillacea, enquanto que Zoocamp-78 para a mesma dose
teve um TLgg de 29,57 horas, o que corresponderia por
conseguinte a 18.136 Ul/mg. Isto &, o isolado Zoocamp
fol superior ao Dipel na razao de 1,1335, adaptando - se
as formulas de MECHALAS & ANDERSON (1964) e MECHALAS &
DUM (1964) para tempos letais. A diferenca na eficién-
cia désses dois preparados deve ser associada as caracte
risticas genéticas das cépas que os originaram e seus
hospedeiros naturais diferentes, conquanto pertencem 2
mesma variedade (kurstaki) ou sorotipo (H:3a-3b). 0 ba-
cilo do Dipel foi isolado originalmente nos EUA de lar -
vas de Pectinophora gossypiella, enquanto que Zoocamp-78
foi no Brasil de larvas de A. kuhniella.

Utilizando a dosagem equivalente a 500 g/ha, para
comparar as respostas de larvas de A. argillacea aos mes
mos preparados (os 3 comerciais e o isolado experimen-
tal), mais uma vez o Zoocamp se destacou com ¢ Tlgy de
31,71 horas. 0 Thuricide ocupou o 29 lugar para essa do
sagem, seguido por Dipel e finalmente por Bactospeine. Se
guindo o mesmo critério de comparagao, anteriormente men
cionado, o Zoocamp-78 foi superior ao Dipel com a razao
de 1,239, ou seja, com viruléncia equivalente a 19.825
Ul/mg.

A dosagem equivalente a 300 g/ha resultou em tem-
pos letais medianos, obviamente, maiores do que os das
dosagens anteriores. Também com essa dosagem, o Zoocamp
-78 continuou ocupando o 19 lugar em relagao aos demais
produtos, revelando um TLs de 37 horas. Mantendo a mes-
ma ordem observada para a2 dacarmam de EON mn/ha o~ Theiot
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cide continuou no 2¢ lugar seguido por Dipel e Bactospei
ne. A superioridade do Zoocamp em relagao ao Dipel foi
na razao de 1,1848 com essa dosagem, ou seja, com viru-
1éncia de 18.959 Ul/mg.

Os resultados dos bio-ensaios com o isolado Zo-
ocamp indicam claramente que as respostas de insetos a
um patogeno variam de acordo com a espécie do inseto,
pois este isolado demonstrou nivel de viruléncia de
39.000 Ul/mg quando foi avaliado utilizando larvas de T
ni (dados de Abbott Laboratories, EUA). Isto significa
que o isolado superou o Dipel (16.000 Ul/mg) a razao de
2,4375. Por outro lado, com larvas de 4. argillacea,
no presente trabalho, a razao de superioridade variou en
tre 1,1335 e 1,239. BURGERJON & DULMAGE (1977) obtive-
ram resultados semelhantes numa comparagao entre os mes-
mos produtos comerciais usados no presente trabalho, po-
rém, com larvas de T. ni e A. kuhniella e confirmam a
variagao na poténcia do patdgeno em fungao da espéecie
do inseto teste.

Para finalidades de aplicagao no campo, a dosagem
de 500 g/ha pode ser recomendada para o controle do curu
queré em campos de algodao. Por outro lado, a dosagem
de 1000 g/ha seria desnecessaria ou até anti-economica,
enquanto que a de 300 g seria insuficiente, apesar do
seu efeito satisfatorio sob condigoes de laboratério.

Em termos de adequagao a fauna regional, acredita-
mos que o isolado Zoocamp-78 seria ideal para aplicagoes
na lavoura brasileira. Este isolado, obtido a partir de
insetos doentes na regiao de Campinas, SP, revelou - se
mais eficiente do que os produtos estrangeiros avalia-
dos. Tal dado indica uma necessidade maior de levantar
e avaliar os posslveis patdgenos que possam ocorrer nas
diferentes regioes do Brasil e posteriormente estudar a
possibilidade do seu uso, em programas de controle de in
setos prejudicials.
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RESUMO

Neste estudo, além da sintomatologia externa e his
topatologia em larvas de Alabama argillacea  infectadas
por Bacillus thuringiensis var. kurstaki, estudos de sus
ceptibilidade foram desenvolvidos para comparar entre
quatro preparados desse patogeno.

Os tecidos internos examinados nos estudos histopa
tologicos foram: intestino médio, glandulas labiais, tu-
bulos de Malpighi, tecido adiposo, ganglios nervosos e
musculatura. Ripida descrigao das alteracgoes histolgni-
cas foi dada.

Os estudos de susceptibilidade revelaram a alta vi
ruléncia do isolado Zoocamp-78, quando comparado com 3
produtos comerciais (Dipel, Thuricide, Bactospeine) a ba
se do mesmo patogeno. Algumas recomendacoes de uso de
produtos dessa categoria foram sugeridas em fungao  dos
dados obtidos.

SUMMARY

PATHOGENICITY OF Bacillus thuringiensis var.
kurstaki TO THE COTTON LEAFWORM, Alabama argillacea
(HUBNER, 1818) (LEPIDOPTERA, NOCTUIDAE)

In the present work, symptomatology, histopathology
and susceptibility studies were realized in larvae of
Alabama argillacea infected with Bacillus thuringiensis
var. kurstaki.

The histological alterations were described in mid
-gut, labial glands, Mapighian tubules, fat tissue, ner-
vous ganglia and musculature.

The susceptibility tests revealed higher virulence
of the isolate Zoocamp-78 when compared with three com-
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mercial preparations (Dipel, Thuriclde and Bactospeine).
Some recommendations for field application were glven
on the light of the present data.
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